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Popis oznaka i kratica

ACKD-RCC engl. acquired cystic kidney disease-associated renal cell carcinoma
Bcel2 engl. B cell lymphoma2

BMP4 engl. bone morphogenetic protein 4

cAMP engl. cyclic adenosine monophosphate

ccRCC engl. Svijetlostanicni karcinom bubrega

ccpRCC svijetlostani¢ni papilarni karcinom bubrega

CDK engl. cyclin dependent kinase

CK1 kazein kinaza 1

CTRL kontrola

EMT epitelijalno-mezenhimalna transformacija

FDA engl. The United States Food nad Drug Administration
G gradus

GLI engl. glioma — associated oncogene

GRK2 engl. G protein coupled receptor kinase 2

GSK3 engl. glycogen synthase kinase 3

GTP engl. guanosine triphosphate

HE hematoksilin-eozin

HPE holoprozencefalija

INSM1 engl. insulinoma-associated protein 1

KBC Klinicki bolni¢ki centar

Kif7 engl. kinesin familiy member 7

KLK kalikrein

MMP engl. matrix metalloproteinase

MTOR engl. mamalian target of rapamycin-protein kinaza B)

NN Narodne novine



NOS
OCT4
PBS
PFA
PKA
PTCH
PROM1
PSA
SAbR
SHH
SKB
SMO
SUFU
TCGA
TNM
TUBA
TUBB

VACTERL

VEGFR
vHL

VPVP
WHO/ISUP
WMA

Wnt

nespecificiran drugacije (engl. no otherwise specified)
engl. octamer-binding transcription factor 4
otopina fosfatnog pufera

engl. paraformaldehide

protein kinaza A

engl. patched

engl. prominin 1

engl. prostatic specific antigen

engl. sterotactic ablative body radiotherapy
Sonic Hedgehog

svijetlostani¢ni karcinom bubrega

engl. smoothened

engl. supressed fusion protein

engl. The Cancer Genome Atlas

engl. tumor, node, metastasis

engl. tubulin alpha

engl. tubulin beta

engl. vertebral defects, anal atresia, cardiac defects, tracheo-esophageal fistula,

renal anomalies, limb anomalies
engl. vascular endothelial growth factor receptor
von Hippel-Lindau-ov sindrom

vidno polje velikog povecanja

engl. World Health Organisation/ International Society of Urological Pathology

engl. World Medical Association

engl. wingless/integrated



1. Uvod



1.1 Karcinom bubrega
1.1.1 Epidemiologija karcinoma bubrega

Karcinom bubrega je maligni tumor bubrega porijekla epitelnih stanica. Posljednjih
godina njegova ucestalost je u polaganom, ali stalnom porastu, dok je smrtnost u blagom padu
(1). Globalna ucestalost karcinoma bubrega je 2 %, a tolika je i njegova smrtnost. Karcinom
bubrega se des¢e pojavljuje u muskaraca nego u Zena. Odnos M:Z 1990. godine je bio 1.24:1
dok podaci iz 2017. godine pokazuju omjer M:Z=1.58:1 (2). U mugkaraca je danas deseti, a u
Zena trinaesti karcinom po ucestalosti (2). Zemljopisno i socioekonomski, incidencija
karcinoma bubrega je vi$a u razvijenim zemljama (sjeverna i isto¢na Europa, Sjeverna Amerika

1 Australija), nego u zemljama u razvoju (Afrika, istocna Azija) (3) (Slika 1).
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Slika 1. Shematski prikaz ucestalosti karcinoma bubrega po zemljama na 100 000 stanovnika u

2022. godini. Preuzeto s http://gco.iarc.who.int/today 8.2.2024.

Karcinom bubrega je po mortalitetu 16. po ucestalosti karcinom, a medu tumorima
mokraénog sustava je na prvom mjestu po smrtnosti. Zanimljivo je da je medu oboljelima od

karcinoma bubrega smrtnost u muskaraca dvostruko ve¢a nego u zena. Razlog tome moze biti


http://gco.iarc.who.int/today

Sto su u muskoj populaciji ucestalije promjene nekih od gena kojima se pripisuje uloga u
nastanku karcinoma bubrega, u muskaraca se nalaze drugacije metabolicke promjene i
odgovori imunoloskog sustava na tumor, §to sve dovodi do vece smrtnosti (4). Muskarci su
¢eSc¢e pusaci, hipertonicari i izloZeniji su profesionalnim bolestima (npr. rad s herbicidima) (5).
Petogodis$nje prezivljenje bolesnika s lokaliziranom bolesti je oko 70%, a u bolesnika u

uznapredovaloj fazi bolesti oko 10% (6). U razvijenim zemljama smrtnost je manja (7).
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Slika 2. Shematski prikaz smrtnosti od karcinoma bubrega po zemljama na 100 000 stanovnika

u 2022. godini. Preuzeto s http://gco.iarc.who.int/today 8.2.2024.

1.1.2. Etiologija karcinoma bubrega

Cimbenici rizika za nastanak karcinoma bubrega su: pretilost, pusenje, poviseni
arterijski tlak, stecena cisti¢na bolest bubrega, profesionalne bolesti (izlozenost trikloretilenu i

triklorfenoakseticnoj kiselini) i genetska predispozicija (8).
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Patogeneza karcinoma bubrega kod pretilih nije u potpunosti razjaSnjena. Kroni¢na
upala u masnom tkivu, poremecaj regulacije imunosnog odgovora, spolni hormoni i inzulinska
rezistencija su ¢imbenici koji pridonose karcinogenezi (9). Prezivljenje tumorskih stanica ovisi
o tumorskom mikrookoliSu. Tijekom progresije tumora se stvara metabolicka veza izmedu
tumorskih stanica i okolnog masnog tkiva. Adipociti iz masnog tkiva, odnosno triacilgliceroli,
su skladiSte viska energije u organizmu, a koriste ga i tumorske stanice. Mezenhim masnog
tkiva sadrzava perivaskularne stanice kao progenitorske stanice. Osim njih, u stromi se nalaze
T 1 B limfociti, mastociti, makrofagi i neutrofilni granulociti koji uz adipocite, luce razlicite
aktivne biomolekule. Na ovaj na¢in masno tkivo djeluje kao regulator bioloskih funkcija.
Adipociti luce adipokine (adiponektin, leptin i dr.) i djeluju kao endokrini organ (10). Za
vrijeme adipogeneze u pretilih, diferencijacija preadipocita je poremecena te oni pod utjecajem
poviSenih razina hipoksijom induciranog faktora (HIF) povecavaju proizvodnju leptina, koji
potice signalne putove vazne u proliferaciji stanica, a smanjuju izrazaj adiponektina koji potice
apoptozu. Adiponektin djeluje preko svojih receptora (AdipoR1 i AdipoR2) i §titi od razvoja
karcinoma inhibirajuéi rast i invaziju stanica i poti¢e apoptozu aktiviraju¢i AMPK (engl. AMP-
activated protein kinase) signalni put i inhibirajuc¢i PI3K/AKT signalni put (11). U pretilih ljudi
je razina adipokina poremecena: razina leptina je viSa, a adiponektina niza od normalnih
vrijednosti. Prema nekim studijama, poremeceni odnos leptina i adiponektina povezan je s
povec¢anom agresivnosc¢u tumora (12). Adipociti eksprimiraju PD-L1 i na taj na¢in smanjuju
antitumorsku funkciju CD8+ limfocita i citotoksi¢nu aktivnost NK stanica (engl. natural killer),
poticu pretvorbu makrofaga u protuupalni fenotip M2 i poticu diferencijaciju regulatornih T
limfocita u CD4+FOXP3+ limfocite koji djeluju imunosupresivno. Adipociti u blizini tumora
luce brojne kemokine, interleukine i neke faktore rasta. Kemokin ligand 2 posreduje u
kemotaksiji makrofaga i angiogenezi. Kemokin ligand 5 aktivira AKT/mTOR signalni put te
potice metastaziranje. Interleukin-1  povecava izrazaj vaskularnog endotelijalnog faktora rasta
(VEGF) doprinose¢i angiogenezi. Interleukin-6 poti€e invaziju i1 migraciju stanica i
angiogenezu aktiviranjem JAK/STAT 3 signalnog puta. Tumorski faktor nekroze (TNF-a)
potic¢e lucenje matriksnih metaloproteinaza, pojaava epitelno-mezenhimalnu transformaciju
(EMT), potice lucenje VEGF-a i proliferaciju tumorskih stanica. Vaskularni endotelijalni faktor
rasta (VEGF) aktivira MAPK 1 PI3K/AKT signalne putove koji sudjeluju u angiogenezi i
metastaziranju (13). Zaklju¢no, adipociti zajedno s biokemijskim regulatorima metabolizma
masnih kiselina, hormonima i proupalnim citokinima mogu stimulirati nastanak i progresiju

tumora (14).
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Karcinom bubrega je 1.3 puta ¢es¢i u pusaca (15). Utjecaj puSenja na razvoj karcinoma
bubrega nije u potpunosti jasan. Kancerogene tvari iz duhanskog dima kao $to su policiklic¢ki
aromatski ugljikovodici, aromatski amini, heterociklicki aromatski amini i N-nitrozamini su
povezani s nastankom karcinoma bubrega. Medu N-nitrozaminima u duhanskom dimu, 4-
(metilnitrozamino)-1-(3-piridil)-1-butanon (NNK) je najjaci karcinogen i dokazano je povezan
s povecanim rizikom za nastanak svijetlostani¢nog karcinoma bubrega (16). U studiji bolesnika
tome je karcinom sabirnih kanali¢a imao vecu povezanost s pusenjem od npr. kromofobnog
karcinoma (18). Pusenje dovodi do porasta slobodnih kisikovih radikala koji uzrokuju ostecenje
DNA, a smatra se i da policikli¢ki aromatski ugljikovodici dovode do p53 mutacija (19, 20). U
pusaca je naden snizeni broja T limfocita i NK stanica Sto olakSava rast tumora, a NNK potice
zbog toksi¢nog ucinka nikotina na endotelne stanice i hemodinamskih poremecaja. To dovodi do
oStec¢enja DNA, neoplasti¢ne proliferacije, progresije karcinoma i rezistencije na kemoterapiju i

radioterapiju (22).

Bolesnici s hipertenzijom imaju 67% vecu vjerojatnost razvoja karcinoma bubrega od
normotenzivne populacije (8). Mehanizam povezanosti hipertenzije i karcinoma bubrega nije
jasan, ali se dovodi u vezu s produzenom bubreznom hipoksijom i lipidnom peroksidacijom
(8). Produzena bubrezna hipoksija dovodi do porasta transkripcijskih faktora induciranih
hipoksijom, a lipidna peroksidacija do porasta slobodnih kisikovih radikala $to potice
proliferaciju tumorskih stanica i angiogenezu (23). U bolesnika s nelijeCenom ili slabo
reguliranom hipertenzijom, vjerojatnost nastanka karcinoma bubrega je 2-3 puta veca nego u

ljudi s urednim krvnim tlakom (24).

Bolesnici s kroni¢nim bubreznim zatajenjem koji su na dijalizi, ¢esto razvijaju
bubrezne ciste i imaju 3-7% vecu vjerojatnost razvijanja karcinoma bubrega (25).
Karcinomi bubrega u ovoj populaciji su ¢es¢e multifokalni 1 multipli. Mogu¢i su svi
histoloski tipovi karcinoma bubrega, ali je naj¢es¢i ACKD-RCC (engl. acquiered cysctic
kidney disease-associated renal cell carcinoma) 1 svijetlostani¢ni papilarni karcinom
bubrega (ccpRCC). Medu bolesnicima koji su dulje na dijalizi, muSkarcima 1 ljudima

mlade Zivotne dobi, ACKD-RCC je ¢es¢i od ccpRCC-a (26).

Brojne metaanalize su dokazale da produljena izlozenost i izloZenost visokim dozama

trikloretilenu (otapalu koje se koristi kao odmasé¢ivac¢ metala i kemijski dodatak) povecavaju
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rizik 1,3 do 1,6 puta za razvoj karcinoma bubrega, pogotovo karcinoma svijetlih stanica (27,28).
Zbog toga Sto je otkrivena uzrocno-posljedi¢na veza izmedu trikoloretilena i karcinoma
bubrega, Medunarodna agencija za istrazivanje raka (IARC) klasificirala ga je u skupinu 1,
odnosno tvar kancerogenu za ljude. Smatra se da trikloretilen uzrokuje oStecenje DNA i

kromosoma te na taj nacin promice promociju i proliferaciju tumorskih stanica (29).

Kada pri¢amo o genetskim razlozima pojavnosti tumora, tumore mozemo podijeliti na
one sporadicne (tj. nisu povezani s genetskom predispozicijom) ili nasljedne (npr. genetski ili
obiteljski). Nasljedni ili obiteljski tumori nastaju mutacijama zametne linije koje su prisutne u
svim stanicama pojedinca. Dok je vecina svijetlostani¢nih ili papilarnih karcinoma bubrega
sporadi¢na, vecina onih s nedostatkom fumarat dehidrogenaze je nasljedna (30). Neki od
sindrom, sindrom nasljednog papilarnog karcinoma bubrega, nasljedni sindrom lejomiomatoze

1 karcinom bubrega, Birt-Hogg-Dube-ov sindrom i tuberozna skleroza.

1.1.3. Klinic¢ki simptomi karcinoma bubrega i postavljanje dijagnoze

Mnogi oboljeli od tumora bubrega ostaju asimptomatski do kasnih stadija bolesti.
Klasi¢na trijada simptoma bolova u lumbalnoj lozi, makrohematurije i palpabilne trbusne mase
se javlja u malog broja oboljelih. Ako se radi o simptotmatskoj bolesti, ona je najcesce

posljedica uznapredovale bolesti, kao Sto su bolovi u kostima ili uporni kasalj.

Zbog toga se tumori bubrega najcesc¢e otkriju slucajno, neinvazivnim slikovnim
dijagnostickim metodama poput ultrazvuka, kompjuterizirane tomografije (CT) i magnetske
rezonance (MR) kada se istrazuju razlic¢iti nespecifi¢ni simptomi ili druge abdominalne bolesti.
Ove metode su zadnjih godina znacajno poboljsale ranije otkrivanje karcinoma bubrega, ali se

vecina njih 1 dalje otkriva u kasnijim stadijima (31).

Fizikalni pregled ima ogranienu ulogu u dijagnozi karcinoma bubrega. Palpabilna
trbuSna masa, palpabilna limfadenopatija ili otok nogu govore u prilog ve¢ uznapredovaloj
bolesti. U karcinomu bubrega, laboratorijski nalazi poput serumskog kreatinina, glomerularne

filtracije, kompletne krvne slike 1 biokemije nazalost ne daju specifi¢ne rezultate.
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Stoga, nakon postavljenja klini¢ke sumnje na tumorski proces bubrega, najceSce
radioloskim metodama, slijedi uzimanje uzoraka za patohistoloSku dijagnozu bilo iglenom

biopsijom bilo kirur§Skim metodama (koje ujedno mogu biti 1 terapijske).

Patohistoloska dijagoza, izmedu ostalog, podrazumijeva odredivanje histoloskog tipa i

gradusa karcinoma bubrega te odredivanje stadija bolesti.

1.1.4. Histoloski tipovi karcinoma bubrega

Uzimajuéi u obzir WHO Kklasifikaciju tumora, kona¢nu dijagnozu postavlja patolog
koriste¢i svjetlosni mikroskop i standardne metode poput hemalaun-eozinskog bojenja,

imunohistokemijskih analiza i u posljednje vrijeme molekularnih analiza.

Prema posljednjem, 5. izdanju WHO Kklasifikacije tumora, karcinomi bubrega mogu se
klasificirati po citoloSkim ili arhitekturalnim znacajkama (npr. svijetlostani¢ni karcinom
svijetlih stanica, papilarni karcinom, kromofobni karcinom, koji su ujedno i najces¢i),
lokalizaciji tumora (npr. medularni karcinom, karcinom sabirnih kanali¢a), postojanju
prethodno dijagnosticiranih bubreznih bolesti (npr. karcinom bubrega povezan sa steCenom
cisticnom bolesti bubrega (engl. acquired cystic disease-associated RCC) i molekularnim
karakteristikama (engl. TFE3-rearranged RCCs, ALK-rearranged RCCs, TFEB-rearranged and
TFEB-amplified RCC, ELOC mutated RCC, SMARCBI, INIl-deficient RCC) (32).

Patohistoloski tipovi karcinoma bubreznih stanica su navedeni u tablici x.

Tablica 1. WHO Kklasifikacija epitelnih tumora bubrega (5.izdanje) *

Svijetlostani¢ni tumori bubrega
Svijetlostani¢ni karcinom bubrega

Multilokularna cisti¢na bubrezna neoplazma niskog malignog potencijala

Papilarni tumori bubrega
Bubrezni papilarni adenoma

Papilarni karcinom bubrega

Onkocitni i kromofobni tumori bubrega

14



Onkocitom bubrega
Kromofobni karcinom bubrega

Drugi onkocitni tumori bubrega

Tumori sabirnih kanali¢a

Karcinom sabirnih kanali¢a

Drugi renalni tumori
Svijetlostanicni papilarni tumor bubrega
Mucinozni, tubularni i vretenasti karcinom
Tubulocisti¢ni karcinom bubrega
Cisti¢nom bolesti povezani ste¢eni karcinom bubrega
Eozinofilni, solidni i cisti¢ni karcinom bubrega

Karcinom bubreznih stanica (NOS)

Molekularno definirani bubrezni karcinomi
TFE3-rearranged renal cell carcinomas
TFEB-altered renal cell carcinomas
ELOC (formerly TCEB1)-mutated renal cell carcinoma
Fumarate hydratase-deficient renal cell carcinoma
Succinate dehydrogenase-deficient renal cell carcinoma
ALK-rearranged renal cell carcinomas

SMARCBI -deficient renal medullary carcinoma

* Raspollini MR, Moch H, Tan PH, Amin MB, Turgilie S. Chapter 2: Tumours of the
kidney. In: WHO Classification of Tumours Editorial Board. Urinary and male genital tumours.
Lyon (France): International Agency for Research on Cancer; 2022. . (WHO classification of

tumours series, Sth ed.; vol. 8).

1.1.5. Stupanj diferencijacije (gradus) tumora i klinicki stadij bolesti

Histoloski gradus tumora se smatra jednim od najvaznijih prognosti¢kih faktora.
Vrednuje se po WHO/ISUP (engl. World Health Organisation/ International Society of

Urological Pathology) Cetverostupanjskoj klasifikaciji (Tablica 2). Pritom se analizira veliina
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1 pleomorfizam jezgara, vidljivost jezgrice i prisutnost rabdoidne i/ili sarkomatoidne
diferencijacije (33). Gradus tumora prema WHO/ISUP klasifikaciji je primjenjiv za
svijetlostani¢ni 1 papilarni karcinom bubrega, a za ostale zasada nije primjenjiv ili se njegova

potencijalna vrijednost jos ispituje (34).

Tablica 2. Histoloski opis razli¢itih gradusa karcinoma bubrega.

Gradus Opis
Gradus 1 Jezgrice se ne vide ili su slabo vidljive 1 bazofilne na povecanju
x400
Gradus 2 Na povecanju x400 jezgrice su eozinofilne, ali nisu istaknute na

povecanju x100

Gradus 3 Jezgrice su istaknute i1 eozinofilne na povecanju x100
Gradus 4 Tumorske stanice pokazuju naglasen nuklearni polimorfizam, vide
se orijaSke tumorske stanice i/ili sarkomatoidna ili rabdoidna
diferencijacija

U jednom tumoru je Cesta heterogenost gradusa, ali se konac¢ni histoloski gradus odreduje
prema najviSem gradusu nadenom u najmanje jednom vidnom polju velikog povecanja —

(VPVP - min. 0.23mm?).

Nakon postavljanja patohistoloSke dijagnoze, na multidisciplinarnom timu sastavljenom
od specijalista ukljuc¢enih u dijagnozu i lije€enje karcinoma bubrega, a prije odluke o potrebi za
daljnjim lijecenjem, procjenjuje se klinicki stadij bolesti. On se odreduje prema TNM
klasifikaciji: veli¢ini tumora, postojanju metastaza u limfnim ¢vorovima i udaljenih metastaza
(Tablica 3) (35).

Tablica 3. TNM Kklasifikacija karcinoma bubrega

Kategorija Definicija

Tumor (T)

Tx Primarni tumor se ne moze procijeniti
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TO

Tl

Tla

T1b

T2

T2a

T2b

T3

T3a

T3b

T3¢

T4

Primarni tumor se ne nalazi

Primarni tumor < 7 cm 1 ne probija bubreznu kapsulu

Primarni tumor <4 cm i ne probija bubreznu kapsulu

Primarni tumor > 4 cm, ali <7 cm 1 ne probija bubreznu kapsulu
Primarni tumor > 7 cm 1 ne probija bubreznu kapsulu

Primarni tumor > 7 cm, ali < 10 cm 1 ne probija bubreznu
kapsulu

Primarni tumor > 10 cm 1 ne probija bubreznu kapsulu

Primarni tumor se $iri u velike vene ili perirenalno masno tkivo,
ali ne 1 u ispilateralnu nadbubreznu zlijezdu 1 ne probija
perirenalnu (Gerota-ovu) fasciju

Primarni tumor se Siri u renalnu venu, masno tkivo sinusa i
renalnu kapsulu, ali ne i kroz perirenalnu (Gerota-ovu) fasciju

Primarni tumor infiltrira donju Suplju venu ispod dijafragme
Primarni tumor infiltrira donju Suplju venu iznad dijafragme

Primarni tumor se $iri kroz perirenalnu (Gerota-ovu) faciju ili
infiltrira ispilateralnu nadbubreznu Zlijezdu

Limfni ¢vorovi (N)
Nx

NO

NI

Limfni ¢vorovi se ne mogu procijeniti

Nema metastaza u regionalne (retroperitonealne) limfne
¢vorove

Metastaze u regionalne (retroperitonealne) limfne ¢vorove

Udaljene metastaze (M)
MO

MI

Nema udaljenih metastaza

Udaljene metastaze u limfne ¢vorove i druge organe, ukljucujuci
zahvacanje nadbubrezne Zlijezde (ne izravno)
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1.1.6. Prognosticki ¢imbenici i lije¢enje karcinoma bubrega

Prije odluke o lijecenju, procjenjuju se i prognosticki ¢imbenici. Oni u karcinomu
bubrega mogu biti podijeljeni u nekoliko skupina: anatomske karakteristike tumora (veli¢ina
tumora, stupanj prosSirenosti bolesti), histoloske karakteristike (histoloski tip karcinoma,
gradus, limfovaskularna invazija, tumorska nekroza, rabdoidna/sarkomatoidna diferencijacija),
molekularne karakteristike tumora i klini¢ke karakteristike oboljelog (opce stanje bolesnika,
komorbiditeti). Gradus tumora se smatra jednim od najvaznijih histoloskih pregnostickih
¢imbenika. Osim njega, postoje 1 drugi negativni prognosticki ¢imbenici poput nekroze i

rabdoidne/sarkomatoidne diferencijacije.

Nekroza u karcinomu moze biti posljedica tromboembolijskog infarkta (koagulacijska
nekroza) ili tumorska nekroza (granularna nekroza), a predstavlja nezavisni ¢imbenik

nepovoljne prognoze (36).

Zbog sarkomatoidne diferencijacije tumori izgledaju bifazicno. Sarkomatoidna
diferencijacija moze imati pleomorfnu, nediferenciranu ili fibrosarkomu-nalik morfologiju.
Heterologna diferencijacija po tipu hondrosarkoma, osteosarkoma ili rabdomiosarkoma je vrlo
rijetka. Rabdoidna diferencijacija je karakterizirana solidnim nakupinama ili pojedinacnim
okruglim i poligonalnim stanicama s eozinofilnim citoplazmatskim globulama, inkluzijama 1
ekscentricno postavljenom pleomorfnom jezgrom. Istovremena pojava rabdoidne i1
sarkomatoidne slike u istom tumoru nije rijetkost. Obje diferencijacije su povezane s
nepovoljnom prognozom (kod rabdoidne diferencijacije medijan prezivljenja je 8-31 mjesec)

(37).

Ovisno o patohistoloskoj dijagnozi, gradusu 1 proSirenosti bolesti, karcinomi bubrega se
mogu lijeCiti kirurSkim metodama (parcijalna 1 radikalna nefrektomija), krioablacijom,
radiofrekventnom ablacijom, embolizacijom tumora, ciljanom terapijom (npr. tirozin kinazni
inhibitori, monklonalna protutijela na VEGF, mTOR inhibitori, antiVEGF terapija),

imunoterapijom, kemoterapijom i radioterapijom.

Unato¢ sve ve¢em znacaju molekularne dijagnostike, morfologija i gradus karcinoma
bubrega jos uvijek su najvazniji u odluci o lijecenju (npr. kod bolesnika koji imaju karcinom
bubrega sa sarkomatoidnom diferencijacijom veca je korist lijeCenjem inhibitorima kontrolnih
tocaka). Heterogenost karcinoma bubrega na genetskoj i transkriptomskoj razini uvelike

otezava procjenu potencijalnih biomarkera (38).
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1.2 Svijetlostani¢ni karcinom bubrega

Od svih dosada navedenih karcinoma bubrega, svijetlostani¢ni karcinom bubrega
(ccRCC, engl. clear cell renal carcinoma) je naj€es¢i 1 €ini oko 60—-75% svih karcinoma (1).
Najcesce se pojavljuje u starijih od 60 godina. Ucestalost mu je 3.59/100000 stanovnika, ¢es¢i
je u bijelaca, osoba muskog spola (M:Z=1.94:1) i u razvijenim zemljama (39). Svijetlostani¢ni
karcinom bubrega je obi¢no solitaran, a u manje od 5% slucajeva je multifokalan i obostran.
NajceS¢e je sporadi¢an i tada su faktori rizika poput ve¢ opisanih, ali se moze javiti i u

nasljednim sindromima poput von Hippel-Lindauovog i Birt-Hogg-Dube-ovog sindroma (40).

Von Hippel-Lindau-ov sindrom (vHL) je sindrom nasljednog karcinoma koji nastaje
zbog mutacije u zametnoj liniji VHL tumor supresorskog gena. Karakteriziran je pove¢anom
vjerojatno$éu nastanka dobrocudnih i1 zlo¢udnih tumora kao §to su: hemangioblastomi
centralnog ziv€anog sustava, feokromocitomi, tumori endokrinog dijela gusSterae, ciste
bubrega i svijetlostani¢ni karcinomi bubrega. Svijetlostani¢ni karcinomi bubrega u von Hippel-
Lindau-ovom sindromu su obi¢no niskog gradusa, ali su multipli, bilateralni i pojavljuju se u

ranijoj zivotnoj dobi nego sporadi¢ni karcinomi (41, 42).

Birt-Hogg-Dube-ov sindrom je karakteriziran brojnim koznim benignim tumorima -
fibrofolikulomima, cistama pluca i tumorima bubrega. Radi se o autosomno dominantnom
poremecaju uzrokovanom mutacijom u zametnoj liniji #LCN gena koji kodira protein folikulin.
Ciste plu¢a su najcesce smjestene bazalno, a njthovom rupturom dolazi do pneumotoraksa (43).
Tumori bubrega u ovom sindromu nastaju izmedu 46 i 56 godine zivota. Histoloski, najc¢esce
se radi o kromofobnom 1 hibridnom tumoru, ali se mogu naci 1 drugi histoloski tipovi, pa i
svijetlostani¢ni. Hibridni tumori imaju eozinofilnu/onkocitarnu diferencijaciju, odnosno s
preklapaju¢im karakteristikama onkocitoma i kromofobnih karcinoma. Cesto su multipli i
bilateralni, rijetko metastaziraju i imaju dobru prognozu. Svijetlostani¢ni karcinom bubrega se
pojavljuje rijetko u ovom sindromu, no tada ima loSiju prognozu nego u sporadi¢nim

slucajevima (43).
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Makroskopski, veli¢ina ¢ccRCC je od 12 mm do 140 mm, a izgledaju kao okrugli ili
ovalni, o$tro ograniceni ¢vorovi s guraju¢im rubovima i ponekad stvaraju pseudo¢ahuru. Na
prerezu su zlatno-zuti, Cesto sa zaristima krvarenja. Kod ccRCC nizih gradusa su ¢este cisticne
promjene, a u ccRCC visih gradusa bjelkasta ¢vrS¢a podrucja i1 zariSta nekroze. Tumori mogu
infiltrirati renalnu venu i perirenalnu i/ili renalnu sinusnu mast. Infiltracija renalnog sinusa je

glavni put ekstrarenalnog Sirenja ccRCC (44).

Svijetlostani¢ni karcinom bubrega je maligni tumor podrijetla stanica proksimalnih
kanali¢a. HistoloSki, graden je od atipi¢nih epitelnih stanica s paracentralno smjeStenom
jezgrom 1 obilnom svijetlom citoplazmom koje oblikuju gnijezda i tracke uloZene u dobro
vaskulariziranu stromu. Cesto se nalaze i drugi nadini rasta poput solidnog, alveolarnog,
tubularnog, papilarnog, mikrocisticnog ili makrocisticnog, Sto ponekad moze otezati dijagnozu,
poput npr. pojave razgranith papilarnih struktura karakteristi¢nih za svijetlostani¢ni papilarni
karcinom. Iako je karakteristika svijetlostani¢nog karcinoma svijetla citoplazma tumorskih
stanica, Cesto se javljaju i tumorske stanice obilne eozinofilne citoplazme Sto moze ukazivati
na dijagnozu kromofobnog karcinoma, no razgranata vaskularna mreza ipak ukazuje da se radi
o svijetlostanicnom, a ne kromofobnom karcinomu. U svijetlostanicnom karcinomu, obilna
eozinofilna citoplazma se najc¢e$¢e javlja u blizini podrucja krvarenja i nekroze, odnosno u
viS§im gradusima. S porastom gradusa osim eozinofilnih citoplazmi, ¢eS¢a je pojava hijalinih
globula, multinuklearnih tumorskih stanica te rabdoidnih ili sarkomatoidnih karakteristika i

nekroze (45).

Prognosticki ¢imbenici za sviietlostani¢ni karcinom bubrega su: klinicki stadij bolesti u
trenutku dijagnoze, prisutnost tumorske nekroze, sarkomatoidna i/ili rabdoidna diferencijacija

tumora 1 histoloski gradus.

Histoloski gradus 1 karakteriziraju male jezgre s neprimjetnim jezgricama dok najveci
gradus, gradus 4, karakterizira polimorfizam jezgara i rabdoidne i/ili sarkomatoidne znacajke

(Slika 3).
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Slika 3. Hematoksilin eozin bojenje zdravog bubrega (CTRL) i razli¢iti gradusi (stupnjevi
diferencijacije) svijetlostani¢nog karcinoma bubrega (ccRCC). Nepromijenjeni glomeruli i
tubuli (a); veée povecanje glomerula i tubula bubrezne kore (b); gradus 1 svijetlostani¢nnog
karcinoma bubrega — G1 (c); vece povecanje svijetlostani¢nog karcinoma bubrega gradus 1 (d);
gradus 4 svijetlostanicnog karcinoma bubrega - G4 (e) 1 veée povecanje svijetlostani¢nog
karcinoma bubrega gradusa 4 (f). Mjerna ljestvica je prikazana na panelu.

Svijetlostani¢ni karcinom bubrega se Siri hematogeno. Preko vene renalnog sinusa,
renalne vene i donje $uplje vene tumor moZe metastazirati u pluéa. Sirenjem kroz lumbalne
vene preko paravertebralnog venskog pleksusa moze se Siriti u sredi$nji ziv€ani sustav, glavu
1 vrat te kosti. Razli¢iti metastatski putovi omogucuju svijetlostanicnom karcinomu bubrega

metastaziranje na neoc¢ekivana mjesta poput gusterace i zu¢njaka (46).
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Lijecenje svijetlostani¢nog karcinoma bubrega ovisi o TNM Kklasifikaciji, odnosno
stadiju bolesti 1 opem stanju pacijenta (Slika 3). Radiofrekvencijska ablacija 1 krioterapija
koriste se u lijeCenju manjih i neresektabilnih tumora (47). Bolest lokalizirana na bubreg lijeci
se kirurski (parcijalna ili radikalna nefrektomija), ili zracenjem (engl. stereotactic ablative body
radiation - SADbR) i obicno ima dobru prognozu (48). Uznapredovala bolest, odnosno
metastatska bolest ima loSiju prognozu i zahtjeva sistemnu terapiju poput imunoterapije
(imunoterapija blokatorima kontrolnih to¢aka — engl. check point inhibitors — npr. nivolumab,
atezolizumab), inhibitore tirozin kinaze (sunitinibom, sorafenibom) i inhibitore mTOR

signalnog puta (temsirolimus) (49).
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1.3 Sonic Hedgehog signalni put (SHH)

Hedgehog (Hh) signalni put je evolucijski ouvan put prijenosa signalnih informacija od
stanicne membrane do jezgre (50). U njemu sudjeluju ligandi (Shh, Ihh i Dhh),
transmembranski receptori (Ptchl i Ptch2), transkripcijski ¢imbenici (GLI 1, GLI2 i GLI3) i
signalni regulatori (SMO, HIPP, SUFU, PKA, CK1) koji, ili blokiraju (Ptch1, Ptch2, SUFU) ili
aktiviraju (Shh, Dhh, SMO, GLI1-3) sastavnice signalnog puta (51). Ovaj signalni put je
otkriven 1980-ih zahvaljuju¢i genetskim analizama segmentalnog razvoja Drosophile
melanogaster (52). Mutacija gena Hedgehog u li¢inki Drosophile melanogaster je dovela do
stvaranja bodljikavih izraslina na tijelu; odatle naziv jez (engl. Hedgehog). Proteini tog puta se
nalaze u brojnim vrstama - od meduze do Covjeka. Drosophila melanogaster ima samo jedan

Hh gen dok ih kraljeznjaci imaju tri do pet (53).

Hh gen je bitan za pravilnu polarizaciju, odnosno prostornu organizaciju organizma i
razvoj organa i tkiva Sto €ini kontrolirajuéi interakciju izmedu stanica (54). Taj signalni put je
vazan u normalnom i pravilnom embrionalnom razvoju beskraljeznjaka i kraljeznjaka (55). Svi
Hh proteini u sisavaca imaju sli¢cnu fiziolosku ulogu koja se u razvoju jedinke manifestira
razli¢itim izraZzajem pojedinih proteina. Dhh protein je uglavnom izrazen u Sertolijevim
stanicama testisa i granuloza stanicama ovarija. Jedinke miSeva s inaktiviranim DAh genom su
neplodne (56). Thh se nalazi u primitivnom endodermu, crijevima i prehipotrofi¢nim
hondrocitima ploce rasta kostiju. Jedinke miSeva s inaktiviranim /44 genom cCesto umiru in
utero zbog manjka vaskulature zumanjane vrece. U sisavaca, homozigotna hipomorfna
mutacija /hh gena dovodi do akrokapitofemoralne displazije karakterizirane koStanim
defektima 1 niskim rastom (57). Shh je najSire izrazen protein. Tijekom rane embriogeneze
kraljesnjaka izrazaj Shh nalazi se u notokordu i1 krovnoj ploci i kontrolira razvoj desno-lijeve i
dorzalno-ventralne osi embrija (58). Vazan je za razvoj distalnih djelova udova (59). U
kasnijem razvoju, za vrijeme organogeneze, izraZen je u gotovo svim vrstama epitela (60). U
istrazivanjima na ,, knock out “ misevima, utvrdeno je da inaktivacija tog puta moze dovesti do
usporenog ili potpuno blokiranog grananja plu¢nih pupoljaka (61). Inaktivacija ili pretjerana
aktivacija tog puta moze poremetiti zatvaranje neuralne cijevi te dovesti do egzencefalije i spine

bifide u misSeva (62).

U ljudi je SHH signalni put vazan u neurogenezi tijekom razvoja centralnog ziv€anog
sustava (63). U odraslom organizmu, SHH signalni put je inaktivan, osim u zametnim,

mati¢nim i progenitornim stanicama koje sudjeluju u homeostazi i popravku tkiva (64). Moze
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se ponovno aktivirati kod cijeljenja rana, regeneracije stanica, ali i u karcinogenezi (65). U
cijeljenju 1 obnovi tkiva SHH signalni put pomaze u odrzavanju somatskih mati¢nih i
multipotentnih stanica, a njegova je aktivacija je potrebna 1 za regeneraciju epitela pluca, epitela

prostate 1 egzokrinih stanica gusterace (50, 66).

Prijenos informacije od stani¢ne membrane do jezgre u SHH signalnom putu se moze

odvijati na dva nacina: preko kanonskog i nekanonskog SHH signalnog puta.

U kanonskom putu sudjeluju HH ligandi (Sonic, Indian 1 Desert), Patched (Ptch),
Smoothened (Smo), Gli (engl. Glioma-associated oncogene), Sufu, Kif7, PKA i cAMP (67).
Taj je put j vaZzan u embriogenezi. Naziva se i ,,Gli ovisan put®. No, unatrag 15-ak godina
brojna istrazivanja su dokazala da Hh proteini sudjeluju u prijenosu signala i putem ,,Gli
neovisnog nacina“, tzv. nekanonskog signalnoga puta. Taj nacin signalizacije je narocito

aktivan u tumorima (68).

U aktivaciji kanonskog Hh signalnog puta sudjeluju proteini Hedghog ligand (Hh),
Patched (Ptch) i Smoothened (Smo) (69). Tri su humana Hh gena Sonic Hedgehog (SHh),
Indian Hedgehog (IHh) i Desert hedgehog (DHh) (70). Proteini tih gena vezu se za Ptch
transmembranski receptorski protein na stani¢noj membrani, ¢ime otpustaju inhibiciju Smo 1
dopustaju Hh signalu nizvodnu aktivaciju u kaskadi fosforilacije do Gli proteina (engl. Glioma-

associated oncogene) i stvaranja GliA (Slika 4).

»Off” state ,on” state
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ET

—»GLIR

Stani¢na membrana Stani¢na membrana

GLIA

O

transkripcija ciljnih
gena

jezgra
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Slika 4. Shematski prikaz kanonskog SHH signalnog puta u primarnoj ciliji. Shematski prikaz

izraden u sklopu provedenog istrazivanja,

GliA potom migrira u jezgru, veze se za ciljani promotor gena i aktivira transkripciju Hh ciljnih
gena poput Glil 1 ciklin D1, odgovornih stani¢ni rast (71). U nedostatku Hh liganda, Gli se
fosforilira u GliR oblik, premjesSta u jezgru, veze za promotore Hh ciljnih gena te inhibira

njihovu aktivaciju (72).

Nekanonski signalni put djeluje na dva nacina. Prvi je ,,Smo neovisni nacin“ za kojeg
Smo receptor nije potreban, ali je nuzno prisustvo Hh liganda kao i Ptch receptora (66). U ovom
putu se Ptchl ne veze na Smo, ve¢ preko aktivacije kaspaza sudjeluje u stanicnom ciklusu i
apoptozi. U odsustvu Hh liganda, pokrece se apoptoza, a u prisustvu Hh liganda proliferacija
stanice (73). Kada je ligand odsutan, Ptch se veze s ciklinom Bl te sa proapoptotskim
kompleksom, sastavljenim od kaspaze-9, proteina Tucan-1 1 adapterskog proteina Dral (74).
Ovim nacinom ciklinu B1 je onemogucéen ulazak u jezgru ¢ime se inhibira proliferacija. Neke
stanice za regrutiranje tog proapoptotskog kompleksa zahtjevaju prethodno cijepanje Ptch na
razini C-terminalne domene uz pomo¢ kaspaze-3. Ovo u konacnici dovodi do autofagije 1
aktivacije kaspaze-9. Uloga kaspaza-9 u tom slucaju je ubrzavanje stvaranja ovog kompleksa
Sto potiCe aktivaciju kaspaze-3, a time i zavrSne faze apoptoze. Kada je prisutan Hh ligand, ne

stvaraju se navedeni kompleksi, ciklin B1 ulazi u jezgru i pokrecée stani¢nu proliferaciju (74).

U drugom, ,,Smo ovisnom nacinu“ je potreban Smo, a put zaobilazi Gli obitel]
transkripcijskih ¢imbenika. Vezanjem Hh liganda za Ptch dolazi do njegove inaktivacije, a
SMO aktivacije koja onda preko PI3K, MTOR-AKT (engl. mamalian target of rapamycin-
protein kinaza B), PKA (protein kinaza A) ili Rho puta, odnosno pomoc¢u malih GTPaza
zavrsava signalni put (Slika 5) (75).
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Nekanonski put
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Smo neovisni put Smo ovisni put
odsustvo liganda prisustvo liganda PI3K  Rho PKAMTOR/AKT
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[
apoptoza proliferacija proliferacija, diferencijacija, migracija,

invazija, rezistencija

Slika 5. Shematski prikaz nekanonskog SHH signalnog puta. Shematski prikaz izraden u sklopu

provedenog istrazivanja.
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1.3.1 Patched (Ptch) protein

Patched (Ptch) je transmembranski protein graden od ukupno dvanaest
transmembranskih domena, dvije izvanstani¢ne i dvije unutarstani¢ne petlje. Ptch je receptor
za Hh proteine Shh, Ihh i Dhh ekstracelularnih proteina. Zajedno sa Smoothened-om (Smo),
Ptch prenosi Sonic Hedgehog signal (74). U kraljeznjaka se nalaze dva homologa: PTCHI i
PTCH?2. Gen PTCHI je u ljudi smjesten na kromosomu 9q22.3. Ovaj gen ima 23 egzona koji
kodiraju glikoprotein od ukupno 1447 aminokiselina. Najjace je izrazen u mezenhimskim
stanicama. Gen PTCH?2 je tumor supresorski gen se nalazi na kromosomu 1p34.1. Kodira
protein koji ima 1203 aminokiseline. Ptch2 je najviSe izrazen u epitelnim stanicama koze i
sjemenika. Citoplazmatski izrazaj se nalazi u mnogim normalnim tkivima, kao i u tumorskim

tkivima (76). Dosad nije uocen njegov prognosticki znacaj.

Protein Ptchl (dalje Ptch) nalazi se na bazi primarne cilije i prije¢i ulazak Smo u
primarnu ciliju. Ako nije vezan na ligand (engl. ,,off-state®), ima represivni uc¢inak na Smo
odnosno blokira aktivnost signalnog puta. U citoplazmi se nalazi proteinski kompleks Kif7,
Sufu i GliFL, koji se premjesta u primarnu ciliju i zapocinje pretvaranje GliFl u GliR (77). GliR
je transkripcijski ¢imbenik koji se nakon fosforilacije 1 moduliranja pomoc¢u PKA, CK1 i

GSK3, premjesta u jezgru, veze za Hh ciljne gene i inhibira njihov izrazaj (78).

Kad se Hh ligand veze na izvanstani¢nu domenu Ptch (engl.,,on-state), kompleks se
internalizira i razgradi u lizosomu. Smo se aktivira i fosforilira pomo¢u CK1 i GRK2. U
aktivnoj formi Smo putuje na vrh primarne cilije gdje se nalazi kompleks citoplazmatskih
proteina Kif7, Sufu i GliFl (50). Aktivirani Smo poti¢e razdvajanje Sufu-Gli kompleksa i
aktivira GliFl u GliA (aktivacijski oblik Gli transkripcijskog ¢imbenika). GliA odlazi u jezgru
gdje potice transkripciju ciljnih gena (Ptchli, Glil,Bbcl2, Cyclin DI, ligfll, Hoxd8 1 Wnt).
Opisani kanonski Hh signalni put koristi Gli obitelj transkripcijskih ¢cimbenika (66).
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1.3.2 Sonic Hedgehog (Shh) protein

Sonic hedgehog gen se nalazi na 7 kromosomu. Kodira ekstracelularni protein Sonic
Hedgehog (Shh) (ime je dobio po liku iz videoigrice Sonic the Hedgehog). Sonic hedgehog i
njegov protein Shh je neophodan u razvoju ranog embrija. Djeluje kao vazni pocetni signal u

razvoju ziv€anog sustava i udova. Nalazimo ga kod svih zivotinja i u ljudi (79).

Gen Sonic hedghog utjeCe na razvoj ziv€anog sustava, kardiovaskularnog sustava,
diSnog sustava i misi¢no-kostanog sustava. Mutacije u genu Sonic Hedgehog mogu uzrokovati
malformacije sustava 1 rezultirati velikim razvojnim defektima (npr. mikroftalmija 1
holoprosencefalija) (80). Mikroftalmija rezultira malim i nerazvijenim tkivom na jednom ili

oba oka, u rasponu od koloboma i jednog malog oka do potpune odsutnosti o¢iju (59).

Mutacije Sonic Hedgehog gena mogu rezultirati razvojem holoprozencefalije (HPE),
defektu nerazdvajanja mozdanih hemisfera, $to je dokazano u eksperimentu s engl. ,.,knock out*
miSevima kod kojih se srediSnja linija prednjeg mozga nije razvila, ve¢ je stvorena jedna
spojena telencefali¢na vezikula (81). Defekti u Shh proteinu ili njegovom signalnom putu mogu
uzrokovati i VACTERL sindrom (vertebralni defekti, analna atrezija, sr¢ani defekti, traheo-
ezofagealna fistula, anomalije bubrega i abnormalnosti udova) (81). Sonic (Shh) protein Salje
signale kratkog i dugog dometa embrionalnim tkivima kako bi regulirao embrionalni razvoj,
vazan je i za diferencijaciju, proliferaciju i odrzavanje zrelih tkiva. Shh djeluje kao morfogen u
oblikovanju prednje hipofize, ledne mozdine, pluca, zubi i talamusa (60). U kraljeznjaka, razvoj
udova 1 prstiju ovisi o izrazaju Shh u zoni polarizacijske aktivnosti koja se nalazi na straznjoj
strani pupoljka embrionalnog uda (82). Sonic Hedgehog je izraZen u fetalnom crijevu, jetri,
plu¢ima i bubrezima, no njegov izrazaj ne nalazimo u tim tkivima odraslog zrelog organizma.
U zdravom tkivu odraslih, Shh pomaze u kontroli proliferacije matic¢nih stanica (65).
Abnormalna aktivacija SHH signalnog puta te njegov izrazaj u zrelim tkivima nalazi se u

tumorskom tkivu dojke, koze, mozga, jetre, zucnoga mjehura i mnogih drugih tumora (83).
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1.3.3 Smoothened (Smo) protein

Smoothened (Smo) je protein graden od sedam transmembranskih hidrofobnih domena,
a djeluje kao koreceptor signalnog puta (84). U odsustvu inhibiraju¢eg Ptch-a je aktivan,
odnosno potice aktivaciju nizvodnih komponenti tog puta (84). U kanonskom putu djeluje kao
transdukcijska podjedinica, obi¢no inhibirana Ptch-om. Vezanjem Hh za Ptch, inhibicija Ptch-
om se prekida, a signal prenosi nizvodno do Gli proteina koji aktiviraju ciljne gene. Aktivirani
ciljni geni sudjeluju u aktivaciji mati¢nih stanica. Ukljuceni su u rast i stani¢ni ciklus, ali 1

pokretljivost stanica, stoga mogu djelovati i kao protoonkogeni (50, 71).

U nekanonskom putu Smo je aktiviran drugim signalnim putovima (GTP-aze, PKA,
Rho ili P13K/mTOR) i ukljucuje se u trenutku kada se kanonski put zbog nekog razloga ne
moze aktivirati (npr. zbog citotoksic¢nog ili upalnog stresa) (50, 71). Smo-ovisni nekanonski
signalni put utjeCe na migraciju stanica i doprinosi progresiji tumora jer moze biti aktiviran
protein kinazama poput Rho, Rac, Src i drugima (85). Rho, obitelj GTP-aza, regulira citoskelet

polimerizacijom filamenata aktina i tako utjeCe na stani¢nu pokretljivost (86).
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1.3.4. Uloga Sonic Hedgehog signalnog puta u karcinomima

Transkripcijski ciljevi Hh signalnog puta su proteini koji utjeCu na stani¢nu
diferencijaciju (INSM1, SOX2, OCT4), stani¢no prezivljavanje, proliferaciju i apoptozu (Bcl2,
kaspaza 3, c-myc, CDK 1 cyclin B1), epitelno-mezenhimalnu transformaciju (EMT), invaziju,
migraciju i metastaziranje (matriks metaloproteinaze -MMP i1 SNAIL), angiogenezu (FoxF1 -
engl. Forkhead box 1F1, VEGFR2 i morfogeni protein 4 - BMP4), te kemorezistenciju i
stvaranje maticnih zlo¢udnih stanica (PROM1 i CD133) (87). Njihova aktivacija dovodi do
rekonstrukcije citoskeleta, angiogeneze i proliferacijskog efekta, doprinoseci progresiji tumora

(87).

Sonic Hedgehog signalni put je aktivan u brojnim karcinomima: sitnostanicnom
karcinomu pluca, karcinomu bazalnih stanica koze, meduloblastomu, glioblastomu, karcinomu

dojke, endometrija, jetre, debelog crijeva, gusSterace 1 prostate (88).

U sitnostani¢nom karcinomu pluca, pretjerani izrazaj kanonskog Hh signalnog puta
rezultira visoko proliferativnim tumorima s karakteristikama velikostani¢nog karcinoma. U tim
tumorima i istrazivanim stani¢nim linijama je nadena izrazena koekspresija Shh 1 Gli. U jednom
istrazivanju je nadeno da Smo inhibitori smanjuju tumorski rast stani¢nih linija sitnostanicnog

karcinoma i adenokarcinoma pluca (71).

Karcinom bazalnih stanica koZe je najceS$¢i zlo¢udni tumor u ljudi. Nastaje kao
posljedica neprekidne aktivacije SHH puta 1 mutacija u genima za Ptchl, Smo ili Sufu.
Autosomno dominantni poremecaj, Gorlinov sindrom (engl. basal cell nevus syndrome), je
posljedica mutacije u genu za Ptchl, gdje dolazi do aktivacije ovog puta bez sudjelovanja
liganda. Bolesnici s ovim sindromom imaju ve¢i rizik od razvoja karcinoma bazalnih stanica

koze i drugih tumora poput meduloblastoma, meningioma i rabdomiosarkoma (89).

Meduloblastom je embrionalni neuroepitelijalni tumor malog mozga, karakteriziran
malim, slabo diferenciranim stanicama s visokom mitotskom aktivnos¢u 1 naglasenom
apoptozom. Danas se temeljem molekularnih osobitosti dijeli u Cetiri skupine: WNT aktivirani,
SHH aktivirani, nonWNT/nonSHH grupa3 i non WNT/nonSHH grupa 4 meduloblastomi. U
30% slucajeva se radi o SHH aktiviranom meduloblastomu koji nastaje kao posljedica mutacija
gena SMO, PTCH1 i SUFU ili amplifikacije gena GLII, GLI2 i N-MYC. Meduloblastom se u
ovoj skupini naj¢esce pojavljuje bimodalno, odnosno u djece mlade od 3 godine i starijih od 16

godina, a rijetko se mogu naci i u odraslih. Za razliku od drugih molekularnih tipova, ovaj
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nastaje u hemisferama malog mozga. Najces¢i histoloski tip je dezmoplasti¢ni/nodularni
meduloblastom, iako se moZe javiti i kao klasi¢ni ili velikostani¢ni/anaplasti¢ni meduloblastom
(90). Prognoza bolesnika s ovim tumorima je osrednja, s prezivljenjem od 60-80%, a ovisi o
dobi, prosirenosti bolesti 1 histoloskoj slici (90). Na temelju transkripcijskih razlika,
glioblastomi su podijeljeni u 4 podtipa: klasi¢ni, proneuralni, neuralni i mezenhimalni. U

klasicnom podtipu glioblastoma izrazena je aktivacija ovog puta (91).

Aktivacija SHH signalnog puta u karcinomu dojke je povezana s pojavom karcinoma u
mladih od 50 godina, ve¢im tumorom i metastazama u lokalne limfne ¢vorove, hormon
negativnim karcinomima, visokom proliferacijskom aktivnoscu i lo§ijim prezivljenjem (92). U
normalnom tkivu dojke Smo nije izrazen, ali se njegov pojacan izrazaj nalazi u duktalnom
karcinomu in situ (DCIS) 1 invazivnom karcinomu dojke (93). U tijeku je nekoliko studija koje

za cilj imaju terapijsku inhibiciju Smo-a, a dosadasnji rezultati su obecavajuci (88).

Iako je Shh put aktivan tijekom embriogeneze, u zdravim hepatocitima odrasle osobe,
SHH signalni put nije aktivan. Smo je vazan regulator popravka hepatocita te u ranoj
karcinogenezi ima klju¢nu ulogu u epitelno-mezenhimalnoj pretvorbi (94). Pretjerani Smo
izrazaj potice izrazaj c-Myc koji ima znacajnu ulogu u nastanku karcinoma jetre i povezan je s
veli¢inom tumora (94). Stanicne linije hepatocelularnog karcinoma pokazuju povecani izrazaj
Smo koji je povezan s veli¢inom tumora. Na primjenu Smo inhibitora, Cyc analoga, KAAD-

Cyc, tumorske stanice pokazuju inhibiciju rasta (83).

U genomskim 1 transkriptomskim studijama te onima provedenima na misjem modelu,
pokazanom je da hipoksija u duktalnom adenokarcinomu gusterace potice prepisivanje Shh,
Smo i Gli-1 1 aktivira SHH signalni put koji omoguéava invaziju (95). U stani¢nim kulturama
duktalnog adenokarcinoma gusterace hipoksija dovodi do povecane transkripcije Sonic
Hedgehog (Shh), Smoothened (Smo), Glil i matriks metaloproteinaze 9 (MMP9) §to povecava
invazivnost tumorskih stanica (96). U adenokarcinomu gusterace, Smo regulira epitelno-
mezenhimalnu transformaciju, invaziju i migraciju te na taj nacin ima znacajnu ulogu u
nastanku metastaza. Povecani izrazaj Smo-a nalazi se u fibroblastima tumorske strome u

odnosu na fibroblaste nepromijenjene gusterace (95).
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Uloga Smo-a je istrazena u mnogim tipovima karcinoma: dojke, jetre, guSterae i
debelog crijeva (71). Veli€ina tumora, invazivnost, pojava metastaza i recidiva je povezana s

njegovim prekomjernim izrazajem (71).

Za razliku od zdrave sluznice debelog crijeva, u adenomu i karcinomu debelog crijeva
povecan je izrazaj Smo i Gli. U odnosu na nepromijenjeno tkivo debelog crijeva, u tumorski
promijenjenom debelom crijevu je povecéani izrazaj Smo povezan s dubinom invazije tumora,
pojavom metastaza (pogotovo u jetru) i nepovoljnim ishodom bolesti. Rezultati uloge Smo u
adenokarcinomu debelog crijeva su oprecni jer je karcinom debelog crijeva heterogen tumor s

brojnim subpopulacijama stanica (83, 97).

Sonic Hedgehog signalni put ima vaznu ulogu u embriogenezi te odrzavanju
homeostaze tkiva u odrasloj dobi. Brojna istrazivanja su pokazala poremeceni izrazaj Shh, Ptch
1 Smo proteina u mnogih malignih tumora. Inhibicijom Smo-a smanjuje se aktivacija Gli
transkripcijskih ¢imbenika $to dovodi do smanjenog izrazaja HH ciljnih gena. Smo inhibitori
smanjuju stani¢nu proliferaciju i poti¢u apoptozu (98). Smo inhibitor ciklopamin se zasad nije
pokazao klinicki korisnim, ali je vismodegib odobren od FDA-a za lijeCenje lokalno
uznapredovalog, metastatskog i rekurentnog bazocelularnog karcinoma koze ako oboljeli nije
kandidat za kirursko ili radijacijsko lijeCenje (99). Trenutno je u fazi ispitivanja primjena
vismodegiba u oboljelih s karcinomom dojke, endometrija, cerviksa i jajnika. Sonidegib je
pokazao znaCajnu antitumorsku aktivnost u lijeCenju meduloblastoma, dijelom 1 zbog
sposobnosti prijelaza krvno-mozdane barijere, ali nadene su Smo mutacije rezistencije koje
sprecavaju njegovo djelovanje (99). Sonidegib se trenutno testira u studijama karcinoma dojke
1 jajnika. Saridegib je u preklinickim studijama pokazao djelotvornost u lijecenju

meduloblastoma, hondrosarkoma i karcinoma jajnika (100).

Istrazivanja izrazaja proteina SHH signalnog puta u svijetlostani¢cnom karcinomu
bubrega nisu brojna, a rezultati su oprec¢ni. Vecina tih istrazivanja je provedena na malom broju
uzoraka. Istrazivanja su provodena na uzorcima tkiva tumora, ali ¢esto i na stani¢nim linijama.
Izrazaj Smo se ne nalazi u zdravom tkivu bubrega, ali se nalazi u tumorima bubrega (65).
Povecani izrazaj Smo potice stani¢nu proliferaciju u svijetlostani¢cnom karcinomu bubrega (65).
Istrazivanja na stani¢nim linijama, ispituju¢i utjecaj lijekova, naj¢eS¢e Smo inhibitora,
posredno su zakljucivala o aktivnosti ovog puta u svijetlostani¢énim karcinomima bubrega. Dio
dosadasnjih istrazivanja je koristio imunohistokemijske metoda, a najve¢i dio njih molekularne

metode poput kvantitativnog RT-PCR-a i Western imunoblota, mjere¢i koli¢inu mRNA
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pojedinih gena koji prepisuju proteine Sonic Hedgehog, Patched i Smoothened. Ono $to je
svima zajednicko je, da je izrazaj proteina SHH puta povecan, odnosno da je Sonic Hedgehog
signalni put aktivan u svijetlostanicnom karcinomu bubrega te da doprinosi stani¢noj
proliferaciji, §to u konac¢nici moze posluziti u istrazivanju novih terapijskih modaliteta, Smo
inhibitora. S obzirom na mali broj dosadasnjih istrazivanja, odlucili smo se za ovu metodu,

nastojeci doprinijeti razumijevanju ovog puta u svijetlostanicnim karcinomima bubrega.
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1.4 Kalikrein proteini

Kalikreini su skupina 15 serinskih proteaza, odnosno proteolitickih enzima koji imaju
kljuénu ulogu u razli¢itim fizioloskim funkcijama poput koagulacije krvi, upalnih reakcija te
stani¢ne signalizacije i remodeliranja tkiva (101). Ukljuceni su u kaskadne reakcije koje dovode
do aktivacije drugih proteaza i bioloskih molekula, ¢ime posreduju u brojnim bioloskim

funkcijama (101).

Imaju ulogu 1 u patoloskim procesima, karcinomima. Ukljuceni su u remodeliranje
ekstracelularnog matriksa, stani¢nu proliferaciju, angiogenezu, diferencijaciju, apoptozu i
regulaciju stani¢nog rasta koji rezultiraju progresijom i metastaziranjem (102). Najpoznatiji od
njih, KLK3 ili PSA (engl. prostatic specific antigen) se danas uspjeSno koristi u probiru za

karcinom prostate (103).

Kalikrein 6 razgraduje fibrinogen, kolagen i laminin te na taj nacin sudjeluje u
angiogenezi 1 metastaziranju (104). Poja¢an izrazaj KLK6 pronaden je u epitelnim i stromalnim

stanicama pa parakrinim na¢inom djelovanja moze doprinijeti agresivnosti stanica raka (105).

U odnosu na zdrava tkiva, jako povecanje razine transkripta i1 proteina KLK6 je naden u
tumorima jajnika, dojke, maternice, gusterace, debelog crijeva, zeluca, koze, mokraénog

mjehura, pluca, zlijezda slinovnica i gliomima (106, 107).

Povecana razina izrazaja i1 poviSene razine mRNA KLK6 povezane su s loSijom
prognozom. Nadene su u bolesnika s papilarnim karcinomom bubrega, urotelnim karcinomom
mokraénog mjehura, adenokarcinomom kolona, bolesnika s metastazama u jetri i na serozalnim

povrSinama (106, 108).

Smanjen izrazaj KLK6 in vitro poti¢e proliferaciju, migraciju i invaziju tumorskih
stanica. Taj fenotip prati poticanje prelaska epitelnog u mezenhimski oblik stanica — epitelno-
mezenhimalnu transformaciju (EMT), nuklearno nagomilavanje B-katenina i otpornost na
zraCenje (109). Klinicki je vazno da je niska razina proteina KLK6 u primarnim plocastim
karcinomima glave i vrata povezana s nepovoljnim ishodom (kra¢e vrijeme do progresije

bolesti i ukupno prezivljenje) (110).
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Istrazivanja kalikreina 6 u svijetlostanicnom karcinomu bubrega nema puno. Ono $to je
dosad nadeno je da je za razliku od drugih tumora, razina proteina KLK6 u odnosu na zdravi

bubreg manja u svjetlostanicnom i1 kromofobnom karcinomu bubrega (102).

U jednom istrazivanju, imunohistokemijski izrazaj KLK6 u svijetlostani¢cnom karcinomu

bubrega bio je obrnuto proporcionalan gradusu tumora (111).

Dosada$nja istrazivanja upucuju da, kalikrein 6, skupa s drugim kalikreinima ima
potencijal da sluzi kao biomarker dijagnoze i prognoze.

Stoga KLLK6 predstavlja vazan cilj istrazivanja u kontekstu svijetlostani¢nog karcinoma
bubrega, s potencijalom za doprinos razvoju novih metoda lijecenja koje bi mogle poboljsati

prognozu bolesnika s ovom bolesti (112).
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1.5 Acetil-A-tubulin

U fizioloskim uvjetima Hh signalni put je aktivan samo u primarnoj ciliji koju ima vecina
epitelnih i stromalnih stanica (113). Primarna cilija je duga, nepokretna, tanka stani¢na organela
koja protrudira s apikalne povrSine gotovo svih stanica (114). Otkrivena je razvojem
elektronskog mikroskopa, 1960-ih, 1 tada je njena funkcija bila nepoznata (115). Danas se zna
da su transmembranski receptori brojnih signalnih putova (Hedgehog, Wnt, Notch, Hippo,
GPCR, PDGF, mTOR, and TGF-beta) smjeSteni upravo u primarnoj ciliji (116). Primarna cilija
je organela gradena od mikrotubula koja poput antene prima fizicko-kemijske signale na

povrsini staniéne membrane (116).

Primarna cilija je pricvrS¢ena za bazalno tjeleSce koje nastaje iz centriole centrosoma.
Bazalno tjelesce se sastoji od prstena 9 tripleta gama tubulina 1 pricvrséeno je na apikalnom
dijelu stanice. Centrosom ima vaznu funkciju u stvaranju diobenog vretena, stoga se prije
mitoze cilija resorbira da bi se oslobodila centriola, a ciliogeneza zapo¢ne po zavrsetku
citokineze (117). Iz apikalne povrSine bazalnog tjelesca, odizanjem stanicne membrane formira
se tijelo cilije, aksonem. Aksonem je mikrotubularna struktura gradena od devet dubleta alfa i
beta tubulina. Sredi$nji par mikrotubula razlikuje primarne nepokretne od pokretnih cilija.
Primarna cilija je nepokretna (,,9+0%) jer joj nedostaje srediSnji par dininskih rucica, koji

pokretnim cilijama (,,9+2) omogucava kretanje (117).

Protein tubulin je alfa-beta dimer koji polimeriziranjem formira mikrotubule (117).
Mikrotubuli su vazna sastavnica citoskeleta, potrebna za unutarstani¢ni transport,
odrzavanje oblika stanice i diobu stanice. U ljudi, mikrotubule karakteristicne za svako
pojedino tkivo Cine razli¢iti heterodimeri sastavljeni od kombinacija osam izotipova o

tubulina (TUBA) i sedam izotipova B tubulina (TUBB) (118).

Tubulin se u svojoj acetiliranoj formi nalazi u centriolama, primarnoj ciliji i flagelama i
utjeCe na razvoj 1 migraciju stanica. Cilj nekoliko citostatika (paklitaksel, vinkristin) je da
vezanjem za 3 tubulin stabiliziraju mikrotubule i vode ih u mitotski zastoj, starenje i apoptozu
(119). Mutirana forma tubulina dovodi do rezistencije na lijekove. Abnormalna acetilacija
tubulina je primijecena u neurodegenerativnim bolestima, ciliopatijama i tumorima. Mutacije u
genima TUBAIA, TUBB2B i TUBB3 su nadene primjenom NGS metode u krvi oboljelih od

epilepsije (120). TUBAIC smatra se protonkogenom jer je povecani izrazaj izoforme o tubulina,
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tubulin alc lanca naden u mnogim karcinomima, a povezan je s nepovoljnom prognozom i

visim gradusom (120).

U duktalnim adenokarcinomima guSterace izrazaj tubulina alc je povezan s
nepovoljnim ishodom jer mijenja stani¢ne cikluse koji poti¢u apoptozu (121). U
adenokarcinomima pluca tubulin alc djeluje na imune stanice u tumorskom mikrookolisu
(122). Pove¢ani mRNA izrazaj tubulina alc je naden u limfomima i karcinomima
mokra¢nog mjehura, dojke, debelog crijeva, glave i vrata, jetre i bubrega. Povezan s
nepovoljnom prognozom u adenokarcinomu pluca, hepatocelularnom karcinomu i
adenokarcinomu gusterace (121, 122). Povecani izrazaj proteina tubulina alc je zabiljezen
u slabo diferenciranim karcinomima dojke dojke, glave i vrata, adenokarcinomima pluca,

rektuma, kromofobnim (123).

U svijetlostanicnom karcinomima bubrega, imunohistokemijskim metodama je naden
znacajno veci pozitivitet u tumorskim stanicama nego u normalnom bubregu. Molekularnim
metodama su dokazan povecani izrazaj tubulina alc u svijetlostani¢nim karcinomima bubrega.
Dosadasnjim istrazivanjima dokazano je da razine tubulina alc rastu s klinickim stadijem te

su visoke razine povezane s lo§ijom prognozom (122).
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2 Ciljevi i hipoteze istrazivanja

2.1 Ciljevi istrazivanja

Cilj istrazivanja je metodom dvostruke imunoflorescencije ispitati intenzitet izrazaja

proteina Sonic Hedgehog signalog puta, kalikreina i acetil-A-tubulina u svjetlostani¢nim

karcinomima bubrega i stanicama tumorske strome ovisno o gradusu tumora i netumorskom

bubreznom parenhimu kao kontrolom, te dobivene rezultate medusobno usporediti.

Cilj je primjenom dvostruke imunofluorescencije:

1.

analizirati intenzitet i proSirenost izrazaja Sonic, Patched i Smoothened proteina u
stanicama svijetlostanicnog karcinoma bubrega ovisno o gradusu tumora i usporediti s
kontrolom,

analizirati intenzitet i proSirenost izrazaja kalikreina u stanicama svijetlostani¢nog
karcinoma bubrega ovisno o gradusu tumora i usporediti s kontrolom,

analizirati  intenziteti  proSirenost izrazaja acetil-A-tubulina u  stanicama
svijetlostani¢nog karcinoma bubrega ovisno o gradusu tumora i usporediti s kontrolom,
usporediti intenzitet 1 proSirenost izrazaja Sonic, Patched i Smoothened proteina,
kalikreina i1 acetil-A-tubulina u stanicama tumorske strome i upalnog infiltrata

svijetlostani¢nog karcinoma bubrega.
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2.2 Hipoteza istrazivanja

U svijetlostani¢cnom karcinomu bubrega ocekujemo da ¢e izrazaj Sonic biti povecan, a
Ptch, Smo, kalikreina i1 acetil-A-tubulina snizen. Stanice u okolnom netumorskom tkivu

bubrega nece pokazivati izrazaj ovih proteina.
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3 Materijali i metode
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3.1 Eticka dozvola

Istrazivanje je provedeno na uzorcima tumorskog tkiva fiksiranima u formalinu,
uklopljenima u parafinski blok. Rad je odobrilo Eticko povjerenstvo Klini¢kog bolnickog
centra Split (broj: 500-03/23-01/04, urudzbeni broj: 2181-147/01/06/LJ.Z.-23-02). U
istrazivanju su postivana eticka nacela i norme prema medunarodnim ugovorima (World
Medical Association Declaration of Helsinki - 52" WMA General Assembly, Edinburgh,
Scotland, listopad, 2000), a sve u skladu s propisima i zakonima Republike Hrvatske (Hrvatski
lije¢nicki zbor-kodeks medicinske etike i deontologije, Zagreb, 2002).

Istrazivanje je provedeno u skladu sa svim relevantnim smjernicama koje su usmjerene na
osiguranje pravilnog provodenja i sigurnosti ucesnika ovog znanstvenog istrazivanja, S$to
ukljucuje Helsinsku deklaraciju, Osnove dobre klinicke prakse, kao 1 primjenjive zakone o
zdravstvenoj zaStiti (NN 121/03) i propise o pravima pacijenata (NN 169/04) Republike
Hrvatske.
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3.2 Prikupljanje uzoraka

U istrazivanje je ukljuc¢eno 20 ispitanika, operiranih u razdoblju od 01.01.2019. godine
do 31.12.2020. godine u KBC-u Split, zbog svijetlostani¢nog karcinoma bubrega, koji su zatim
rasporedeni u Cetiri skupine ovisno o gradusu tumora, a svaka skupina je imala po pet ispitanika.
Uzorci tumorskog tkiva uklopljenog u parafinske blokove, kao 1 podaci iz patohistoloskih
nalaza svijetlostani¢nih karcinoma bubrega (dob i spol ispitanika te gradus tumora) prikupljeni
su iz arhive Klini¢kog zavoda za patologiju, sudsku medicinu i citologiju. Kriteriji ukljucenja
su bili patohistoloska dijagnoza svijetlostani¢nog karcinoma bubrega, dovoljno tumorskog
tkiva 1 netumorskog bubreznog parenhima u parafinskom bloku. Uzorci su analizirani
svjetlosnim 1 imunofluorescentnim mikroskopom. Kriterij iskljuenja je bio nedovoljno
tumorskog 1/ili netumorskog tkiva u parafinskom bloku. Istrazivanje je provedeno na Zavodu
za anatomiju, histologiju i embriologiju, Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Splitu
(Laboratorij za istrazivanje ranog razvoja covjeka) pod mentorskim vodstvom voditeljice

laboratorija prof. dr. sc. Katarine Vukojevi¢. dr. med.

Tablica 4. Karakteristike ispitanika prema ccRCC gradusu.

Gradus Broj ispitanika Godine Spol
(n) ispitanika musko/zensko

(n)

1 5 64+£11 32

Svijetlostani¢ni 2 5 63+6 3/2

karcinom

bubrega 3 5 65+7 4/1

4 5 64+£8 4/1

Vrijednosti oznacavaju + standardnu devijaciju
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3.3 HistoloSka analiza i imunofluorescencija

3.3.1 Priprema tkiva za histolosku analizu

Iz parafinskih blokova su izradeni rezovi debljine 4 um, postavljeni na toplu kupelj i
preuzeti na predmetna stakalca. Prije histoloskih analiza, uzorci su fiksirani na toploj plo¢i, 60
°C 15-30 minuta, zatim deparafinirani u ksilenu te rehidrirani u seriji padaju¢ih koncentracija

otopina etanola (100%, 90%, 75%). Naposljetku su rezovi isprani u destiliranoj vodi.

3.3.2 Hematoksilin-eozin bojanje

Radi provjere dijagnoze i o€uvanosti tkiva napravljeno je bojenje hematoksilin-eozinom
(HE). Postupak je podrazumijevao deparafiniranje rezova te njihovo rehidriranje. Nakon toga
uzorci su inkubirani u hematoksilinu u trajanju od 10 minuta te kratko isprani u destiliranoj
vodi. Potom su 10 minuta inkubirani u otopini eozina, dehidrirani serijom rastuc¢ih
koncentracija otopina etanola (75%, 90%, 100%) i ksilenom. Rezovi su uklopljeni u Tissue
mount medij, pokriveni pokrovnicom te pregledani svjetlosnim mikroskopom (Olympus BX40,

Tokyo, Japan).

3.3.3 Imunofluorescencijsko bojanje rezova

Nakon deparafiniranja u ksilolu i rehidracije u silaznim koncentracijama alkohola,
rezovi su kuhani u 0,01 M citratnom puferu (pH 6,0) (parna kupelji) 30 minuta na temperaturi
od 95°C te su ohladeni na sobnu temperaturu. Nakon ispiranja s 0,1 M PBS-om, za blokiranje
nespecificnog bojenje upotrijebljena je engl. protein-blocking solution (ab4226, Abcam,
Cambridge, UK. Rezovi su inkubirani s primarnim protutijelima: kozje protutijelo Patched (G-
19) (1:200, sc-6149, Santa Cruz Bt., Texas, Tx, USA), zecje protutijelo Anti-Smoothened
(1:100, ab72130, Abcam, Cambridge, UK), misje protutijelo Anti-Sonic Hedgehog (1:200,
ab135240, Abcam, Cambridge, UK), kozje protutijelo Anti-Kallikrein (1:100, ab191281,
Abcam, Cambridge, UK), misje protutijelo Acetyl-a-Tubulin (Lys40) (6-11B-1) (1:400,
#12152S, Cell Signaling Technology (CST), MA, USA) preko no¢i u hladnjaku na 4°C. Zatim
su rezovi isprani tri puta po pet minuta u PBS-u 1 inkubirani sa sekundarnim protutijelima:
magarece protutijelo na kozji IgG Alexa Fluor® 594 (1:400, 705-295-003, Jackson Immuno

Research Laboratories, Inc., Baltimore, PA, USA), magarece protutijelo na kozji IgG Alexa
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Fluor® 488 (1:400, 711-545-152, Jackson Immuno Research Laboratories, Inc., Baltimore, PA,
USA) i magarece protutijelo na misji IgG Alexa Fluor® 488 (1:400, 715-545-150, Jackson
Immuno Research Laboratories, Inc., Baltimore, PA, USA) 1 sat. Ponovo su isprani u PBS-u i
kontrastirani s DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) za vizualizaciju jezgara. Rezovi su osuSeni
na zraku i prekriveni medijem za uklapanje (Immuno-Mount, Thermo Shandon, Pittsburgh, PA,
USA). Analizirani su na imunofluorescencijskom mikroskopu (BX51, Olympus, Tokyo,
Japan) 1 fotografirani kamerom Nikon DS-Ri2 (Nikon Corporation, Tokyo, Japan) s NIS-

Elements F softverom, verzija 3.0.

Tablica 5. Prikaz protutijela (primarna i sekundarna) koriStenih za imunofluorescencijsko
bojenje.

Protutijela Domacdin razrijedenije kataloski broj/proizvodac

sc-6149, Santa Cruz Bt

Patched (G-19) Koza 1:200 (Texas, TX, USA)

<
g Anti-Smoothened Kuni¢ 1:100 ab72130, Abcam (Cambridge,
g UK)
g,
. . o ] ab135240, Abcam
Anti-Sonic Hedgehog (5H4) Mis 1:200 (Cambridge, UK)
711-545-152, Jackson
Anti-Rabbit IgG , Alexa Magarac 1-400 Immuno Research
Fluor®488 & ' Laboratories, Inc. (Baltimore,
PA, USA)
g 705-295-003, Jackson
S Anti-Goat IgG, Alexa Immuno Research
o s .
E Fluor® 594 Magarac 1:400 Laboratories, Inc. (Baltimore,
2 PA, USA)
705-295-003, Jackson
Anti-Mouse IgG (Alexa ) Immuno Research
Fluor® 488 Magarac 1:500 Laboratories, Inc. (Baltimore,
PA, USA)

45



3.4 Kbvantitativna i semikvantitativna analiza podataka

Baza podataka sa mikrofotografijama rezova sa fluorescencijskog mikroskopa je
obradena u ImageJ (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) i Adobe Photoshop
(Adobe Inc., San Jose, California, USA) programima prije analize. Radi lakSeg lociranja
pozitivnog signala mikrofotografije s odredenim biljezima su preklapane s odgovaraju¢im
fotografijama DAPI bojanja jezgara uz pomo¢ programa Adobe Photoshop. Za procjenu
izrazaja Sonic HH, Patched, Smoothened, kalikrein 6 i acetil-A-tubulin fotografirano je i
analizirano po deset reprezentativnih vidnih polja na poveéanju x40. Zeleni, difuzni ili tockasti
signal smatran je pozitivnim za Sonic Hh, Smoothened i kalikrein, a crveni signal za Patch i
acetil-A-tubulin. Proucavani biljezi su analizirani na tumorskim stanicama ccRCC, okoliSu
tumora koji je uklju¢ivao stanice tumorske strome i pridruzenog upalnog infiltrata i na
netumorskom bubreznom parenhimu koji je uklju€ivao epitelne stanice tubula bubrega te

stanice intersticija bubrega.

Izrazaj svih pet biljega vrednovan je kao intenzitet bojanja te kao proSirenost bojanja
ovisno o postotku obojanih stanica. Intenzitet bojanja odreden je semikvantitativno kao: (-)
nema izrazaja; (+) blagi izrazaj ; (++) umjereni izrazaj; (+++) jaki izraZaj. ProSirenost bojanja
je odredena kao: (n) negativno bojenje (<10% stanica); (f) fokalno bojenje (10-50% stanica) i

(d) difuzno bojenje (>50% stanica).

Za kvantitativnu procjenu imunoreaktivnosti stanica koriSten je Imagel softver, verzija 1.51
(NIH, Bethesda, MD, USA). Podatci za analizu postotka povrSine su pripremljene
oduzimanjem medijana filtra i pragom intenziteta boje za mjerenje postotne povrsine presjeka
pokrivene pozitivnim signalom. Tri istrazivaca (KV, NK 1 ADH) su neovisno pregledali sve

slike koriStene za analizu i postavili pozadinske pragove koristeci slike negativne kontrole.
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3.5 Statisticki postupci

Statisticke analize provedene su pomocu GraphPad Prism softvera 9.0.0 (GraphPad
Software, San Diego, California, SAD), s razinom vjerojatnosti od p < 0,05, koja se smatra
statistiCki znaCajnom. Postotak pozitivnih stanica prikazan je kao srednja vrijednost =+
standardna devijacija (SD). Svi grafikoni su sastavljeni pomoc¢u GraphPad Prism 9.0.0.
Stvorene su plo¢e pomocu Adobe Photoshopa (Adobe, San Jose, CA, SAD). Uzimaju¢i u obzir
varijabilnost medu promatra¢ima, tri istrazivaCa neovisno su ispitala  prikupljene
mikrofotografije. Slaganje izmedu ocjenjivaca demonstrirano je meduklasnom korelacijskom

analizom koja je dala koeficijent veci od 0,80, Sto sugerira slaganje kao izvrsno (124).
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4 Rezultati
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Provedena je kvantitativna i semikvantitativna analiza intenziteta i proSirenosti izrazaja
proteina Sonic, Patched, Smo, kalikrein 6 i acetil-A-tubulin na uzorcima tumorskog, ukljucujuci
1 tumorski okoli§ 1 netumorskog bubrega, dobivena imunofluorescencijskim bojanjem (Slike

6—11). Rezultati su prikazani u Tablici 6.

Uocene su razlike u intenzitetu i proSirenosti bojenja za Shh, Ptch, Smo, kalikrein 6 i acetil-A-
tubulin u razli¢itim gradusima ccRCC 1 kontrolnog bubrega. Svi istrazeni biljezi ne prikazuju
bojanje u kontrolnom bubregu, osim blagog izrazaja Shh i Kalikreina 6 u epitelnim stanicama
(Tablica 6). Jaki izrazaj Shh i1 Kalikreina 6 uocen je kod tumorskih stanica gradusa 1 ccRCC s
difuznim uzorkom bojenja (>50% tumorskih stanica), dok je izrazaj Shh bio blag u tumorskim
stanicama gradusa 4 s manje od 10% obojenih tumorskih stanica, a izrazaj Kalikreina 6 u
tumorskim stanicama gradusa 4 imao je difuzni uzorak bojenja (>50% tumorskih stanica).
Stroma 1/ili upalni infiltrat ne prikazuju bojenje Shh u gradusu 1 i gradusu 2, uz blago ZariSno
bojenje (10-50% neoplasti¢nih stanica) koje je uoceno u gradusima 3 i 4. Ptch i Smo ne
pokazuju izrazaj u kontrolnom bubregu, niti u gradusima 1-3, dok je u gradusu 4 vidljivo
umjereno zariSno bojenje Ptch i Smo (Tablica 6). Kalikrein 6 i acetil-A-tubulin ne pokazuju
bojanje u stromi i/ili upalnom infiltratu. Acetil-A-tubulin pokazuje blagi difuzni izrazaj u

tumorskim stanicama gradusa 1-3, dok je gradusu 4 izrazaj jak i1 difuzan (Tablica 6).
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Tablica 6. Intenzitet i proSirenost bojenja za Sonic, Patched, Smoothened, Kalikrein 6 i acetil-

A-tubulin u razli¢itim gradusima svijetlostani¢nog karcinoma bubrega (ccRCC) gradusa G1-

G4 te normalnom bubregu (CTRL).

stroma/upalni infiltrat

Protutijelo
Kontrola/gradus | Struktura Sonic Patched Smoothened Kalikrein Acetll-.A-
6 tubulin
epitelne stanice +/n -/n -/n +/n -/n
CTRL
stroma/upalni infiltrat -n -/n -n -/n /n
) +++/d -/n -/n +++/d +/d
tumorske stanice
Gl
tumorska -/n -/n -/n -/n -/n
stroma/upalni infiltrat
tumorske stanice A - -/n +d +d
G2
tumorska -/n -/n -/n -/n -/n
stroma/upalni infiltrat
) ++/f -/n -/n ++/d +/d
tumorske stanice
G3
tumorska +/f -/n -/n -/n -/n
stroma/upalni infiltrat
tumorske stanice +/n -/n -/n +H+/d Hd
G4
tumorska +/f ++/f ++/f -/n -/n

- nema izrazaja; + blagi izrazaj; ++ umjereni izrazaj; +++ jaki izraZaj; n nema bojanja (manje

od 10% stanica); f fokalno bojenje (10-50% stanica); d difuzno bojenje (vise od 50% stanica).
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4.1 Sonic Hedgehog (Shh) protein

U bubreznoj kori normalnih zdravih bubrega, Sonic Hedgehog protein se slabo izrazava

u malom postotku (<10%) epitelnih stanica kanali¢a (Slika 6).

Nasuprot tome, Shh protein je jako izrazen u tumorima gradusa 1 (Slika 6) s 31,9% pozitivnih
stanica (Slika 7). Najznacajniji izrazaj Shh je u gradusu 1, znac¢ajno viSe od svih ostalih gradusa
1 kontrole (p < 0,001 do p <0,0001). Postoji trend linearnog sniZavanja izrazaja Shh s porastom

gradusa tumora (p < 0,0001).

Sonic HH Patched Smoothened
o AEEE g B e
% 100 . 3 10+ ‘g a9 [TTT mm CTRL
= g I EETT — ]
g‘” 80+ ki % 8+ kK g &4 TS =
. ook ook = —
= 60 whkE EEEE a 3 i .'é 6 S
2 60+ Z 6 —_— SR
5 5 * % b 8.
a g, - = G4
E 40+ oy = 4 *% % 4
P * = “"05
g 20 < 24 S 24
& & T g
8 F - w0
o 0- 0- ®° 0-
CTRL G1 G2 G3 G4 CTRL G1 G2 G3 G4 CTRL G1 G2 G3 G4

Slika 6. Graficki prikaz kvantitativnog izrazaja Sonic HH (a), Patched (b) i Smoothened (c) u
kontroli (CTRL) i razli¢itim gradusima ccRCC (G1-G4). Podaci su prikazani kao srednja
vrijednost = SD. ** p < 0.01, *** p < 0.001, **** p <0.0001, jednosmjerna ANOVA nakon
koje slijedi Tukeyjev visestruki test usporedbe.

51



SONIC HH

SONIC HH

y 4
»

d 4 SONIC HH MERGED

#

Vg

MERGED

Slika 7. Sonic Hedgehog (Shh) imunofluorescentno bojenje normalne bubrezne kore (CTRL)
1 svijetlostani¢nog karcinoma bubrega (ccRCC) razli¢itih gradusa (G1-G4). Nepromijenjeni
glomeruli i tubuli (a); ccRCC gradus 1- G1 (b); ccRCC gradus 2— G2 (¢); ccRCC gradu 3—
G3 (d) 1 ccRCC gradus 4— G4 (e). Shh pozitivne stanice (strelice — pozitivne stanice bez
obzira na intenzitet bojenja, zvjezdica - jezgra).
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4.2 Patched (Ptch) protein

Ptch ima blagi izrazaj u svim uzorcima, ukljucujuci kontrolu (Slika 6). Znacajno je nizi
Ptch izrazaj u gradusu 1 i 2 u odnosu na kontrolu (p < 0,01) i gradus 4 (p < 0,0001). Izrazaj

Ptch u gradusima 3 i 4 nije se znacajno razlikovao od izrazaja u kontroli (p > 0,05) (Slika 8).

Slika 8. Patched (Ptch) imunofluorescentno bojenje nepromijenjene bubrezne kore (CTRL) 1
svijetlostani¢nog karcinoma bubrega (ccRCC) razlicitih gradusa (G1-G4). Nepromijenjeni
glomeruli i tubuli (a); ccRCC gradus 1- G1 (b); ccRCC gradus 2— G2 (c¢); ccRCC gradus — G3
(d) 1 ccRCC gradus — G4 (e). Ptch pozitivne stanice (strelice - pozitivne stanice bez obzira na

intenzitet bojenja, zvjezdica - jezgra).
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4.3 Smoothened (Smo) protein

Izrazaj Smo-a je vrlo nizak (< 10% pozitivnih stanica) (Slika 6). Medutim, znacajno
povecanje izrazaja Smo utvrdeno je u gradusu 4 u usporedbi sa svim ostalim gradusima (p <

0,0001) 1 kontrolom (p < 0,001) (Slika 9).

MERGED

MERGED
#
+

Slika 9. Smoothened (Smo) imunofluorescentno bojenje normalne bubrezne kore (CTRL) 1
svijelostani¢nog karcinoma bubrega (ccRCC) razli¢itih gradusa (G1-G4). Nepromijenjeni
glomeruli i tubuli (a); ccRCC gradus 1- G1 (b); ccRCC gradus 2— G2 (c¢); ccRCC gradus — G3
(d) 1 ccRCC gradus — G4 (e). Smo pozitivne stanice (strelice—pozitivne stanice bez obzira na

intenzitet bojenja, zvjezdica — jezgra).

54



4.4 Kalikrein 6 protein i Acetil-A-tubulin bjelan¢evina

Kalikrein 6 pokazuje najveci izrazaj u kontrolnom tkivu (Slika 10), a najmanji u gradusu
4 u usporedbi sa svim ostalim gradusima (p <0,0001) i kontrolom (p <0,001) (Slika 11). Acetil-
A-tubulin pokazuje najveci izrazaj u gradusu G2 ccRCC (Slika 10). Ova razlika u izrazaju nije

bila statisticki znacajna u odnosu na kontrolu i druge graduse (Slika 11).

Kalikrein 6 Acetyl-o-Tubulin
Vg

g

Kalikrgin 6 Acetyl-a-Tubulin ‘v~  MERGED

Kalikrein 6 Acetyl-a-Tubulin MERGED

4 » »
/ Y 2 '

Kalikrein 6 Acetyl-o-Tubulin

Kalikrein 6

100um

Slika 10. Kalikrein 6 (zeleni) 1 Acetil-A-tubulin (crveni) imunofluorescencijsko bojenje
normalne bubrezne kore (CTRL) i1 svijelostani¢nog karcinoma bubrega (ccRCC) razlicitih
gradusa (G1-G4). Nepromijenjeni glomeruli i tubuli (a); ccRCC gradus 1- G1 (b); ccRCC
gradus 2— G2 (c); ccRCC gradus — G3 (d) i ccRCC gradus — G4 (e). Kalikrein 6 1 Acetil-A-
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tubulin pozitivne stanice (strelice—pozitivne stanice bez obzira na intenzitet bojenja, zvjezdica

—jezgra).
Kalikrein 6 Acetil-A-tubulin
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Slika 11. Graficki prikaz kvantitativnog izrazaja Kalikreina 6 (lijevo) 1 acetil-A tubulina (desno)
u kontroli (CTRL) 1 razli¢itim gradusima ccRCC (G1-G4). Podaci su prikazani kao srednja
vrijednost = SD. ** p < 0.01, *** p < 0.001, **** p < 0.0001, jednosmjerna ANOVA nakon

koje slijedi Tukeyjev viSestruki test usporedbe.
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5. Rasprava
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Sonic Hedgehog signalni put je evolucijski o€uvani put vazan u normalnom i pravilnom
embrionalnom razvoju beskralje$njaka i kraljeSnjaka. U odraslom ljudskom organizmu ovaj put
je inaktivan, osim u zametnim, mati¢nim i progenitornim stanicama koje sudjeluju u
homeostazi i popravku tkiva, no osim kod cijeljenja rana i regeneracije stanica, ovaj put se moze
reaktivirati 1 u karcinogenezi. Disregulacija signalnog puta Hh uzrokuje njegovu nepravilnu
aktivaciju, Sto posljedi¢no moze dovesti do zlo¢udne transformacije stanica zbog promjena
uvjetovanih transkripcijom odgovornih gena i podeSavanja stanicnog ciklusa. Navedene
mehanizme pokrec¢u proteini Sonic Hedgehog (Shh), Patched (Ptch) i Smoothened (Smo). Sonic
Hedgehog je ligand, Patched membranski receptor, a Smoothened ko-receptor (119).
Karakteristika Patched membranskog receptora je da se nakon vezivanja liganda potisne

njegova aktivnost (125).

Cilj naSeg istrazivanja bio je metodom dvostruke imunoflorescencije ispitati intenzitet i
prosirenost izrazaja proteina Sonic Hedgehog signalog puta, kalikreina i acetil-A-tubulina u
svjetlostani¢nim karcinomima bubrega ovisno o gradusu tumora i usporediti ih s netumorskim

bubreznim parenhimom.

U naSem istrazivanju, u bubreznoj kori nepromijenjenog bubrega, izrazaj Shh je naden
fokalno i slabo u glomerulima i tubulima. To je u skladu s drugim studijama koje nisu pronasle
izrazaj Shh u nepromijenjenom bubreznom tkivu odraslih. Nasuprot tome, Shh je jako izrazen
u tre¢ini tumorskih stanica ccRCC histoloSkog gradusa 1, Sto govori u prilog aktivaciji Sonic
Hedgehog signalnog puta. Aktivacija navedenog signalnog puta je u fizioloSkim okolnostima
prisutna fetalnom razvoju, a u patoloskim okolnostima je potvrdena u brojnim humanim
zlo¢udnim tumorima. Istrazivanje Skoda i sur. je pokazalo kako jaki izrazaj Shh u ccRCC
gradusa 1 prati slabi izrazaj Ptch, dok su rezultati u ccRCC gradusa 4 obrnuto proporcionalni,
to jest slabi izrazaj Shh prati jaki izrazaj Ptch. To je pokazalo i naSe istrazivanje. Sonic
Hedgehog signalni put se putem proteina svojih ciljnih gena (PTCHI 1 GLII) mehanizmom
pozitivne povratne sprege pojacava, a stanice aktivirane onkogenima onda proizvode sve vise

liganda (50).

U naSoj studiji, izrazaj Shh proteina nije slijedio izrazaj Smo, kao §to je slucaj u
Gorlinovom sindromu, u kojem dolazi do ranog nastanka brojnih bazocelularnih karcinoma
koze, kao posljedice inadekvatne aktivacije navedenog signalnog puta (126). Za pretpostaviti
je da put negativne povratne sprege koju Ptch ima na Sonic Hedgehog signalni put, u ovom

slucaju izostaje, Sto u konacnici moze doprinijeti poremecenoj funkciji Sonic Hedgehog
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signalnog puta. U prilog tome, Kim i sur. navode da bi povecana aktivacija gena PTCHI, Ptch?2
1 Glil mogla biti pouzdan pokazatelj aktivacije Sonic Hedgehog signalnog puta jer osiguravaju
negativnu (Ptchl) 1 pozitivnu (Glil) povratnu spregu (126). Ptchl receptor inhibira Sonic
Hedgehog signalni put kad ligand nije prisutan (70). U naSoj studiji, Ptch ima blagi izrazaj u
svim uzorcima, ukljucujuéi kontrolu. Izrazaj Ptch je znacajno nizi u gradusima 1 i 2 ccRCC
nego u kontroli i gradusu 4. Izrazaj Ptch u gradusima 3 1 4 ccRCC se nije znacajno razlikovao
od kontrole. Iako je Ptch izrazaj bio nizak u G1 i1 G2, razlika u intenzitetu 1 proSirenosti izrazaja
izmedu Shh i Ptch u G4 ccRCC je bila velika. Ovaj rezultat je u skladu s tvrdnjom Kim 1 sur.
da je jaki izrazaj Ptch-a pouzdani pokazatelj aktivacije Sonic Hedgehog signalnog puta (126).

Jedan od dijagnostickih kriterija za G4 ccRCC je prisutnost sarkomatoidne
diferencijacije, Sto ukazuje na postojanje epitelno-mezenhimalne transformacije tumorskih
stanica. U naSoj studiji, kod G4 ccRCC, jaki izrazaj Ptch 1 Smo zabiljezen je u stanicama
tumorske strome, ali ne i u epitelnim stanicama karcinoma. Na§ rezultat se moZe objasniti
epitelno-mezenhimalnom transformacijom te upucuje na mogucénost da stanice tumorske
strome u svojoj biti zapravo tumorske stanice. Nadalje, ovakav rezultat podrazumijeva i
neispravnost ili gubitak primarne funkcije Sonic Hedgehog signalnog puta. Sli¢no je opisano
kod raka debelog crijeva, prostate i guSterace, gdje je mehanizam nastanka aberantnog Sonic

Hedgehog signalnog puta parakrina signalizacija (50).

U naSem istrazivanju, Smo izrazaj je bio nizak (manje od 10% pozitivnih stanica) u
gotovo svim tumorskim uzorcima. Znacajno povecanje Smo izrazaja pronadeno je samo u
gradusu 4 u usporedbi sa svim ostalim gradusima, a statisticki znacajno u gradusu 4 u usporedbi

s kontrolom. Ovaj nalaz je u skladu sa studijom koju je provela Kotulak-Chrzaszcz i sur. (127).

U nasem radu izrazaj kalikreina 6 u karcinomu bubrega pokazuje znacajnu razliku u
usporedbi s nepromijenjenim, kontrolnim tkivom bubrega u kojemu se nalazi znacajno veci
izrazaj ovog proteina u odnosu na graduse 2, 3 1 4 ccRCC. Izrazaj kalikreina 6 u gradusu 1 je
slican izraZzaju u nepromijenjenom kontrolnom tkivu. Istrazivanja u drugim karcinomima
sugeriraju da je razina kalikreina 6 povecana u tumorskim stanicama u usporedbi s njegovim
izrazajem u zdravim stanicama te da povecan izrazaj kalikreina 6 u drugim tumorima moze biti
povezan s progresijom bolesti, invazivnoS¢u tumora i njegovom sposobnos¢u za metastaziranje
(102, 128). PoviSeni izrazaj kalikreina 6 mogao bi igrati klju¢nu ulogu u tumorskoj proliferaciji
kroz degradaciju izvanstani¢nog matriksa, omogucéujuci tumorskim stanicama laksi prodor u

okolna tkiva (128, 129). Moguc¢i razlog za opre¢an rezultat dobiven u ovom radu moze biti mali
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broj uzoraka, odnosno metoda koju smo koristili u naSem istrazivanju. Druga istraZivanja su

koristila TCGA transkriptomske podatke te molekularne metode poput RT-PCR-a.

U naSem istrazivanju acetil-A-tubulin pokazao je blagi izrazaj u svim gradusima
svijetlostani¢nog karcinoma bubrega, ukljucujuéi i kontrolno, neprimijenjeno tkivo bubrega.
Blagi izrazaj acetil-A-tubulin moZe biti povezan s poremecajima u funkciji mikrotubula, Sto
utjeCe na vazne stani¢ne procese poput proliferacije, migracije i strukturalne stabilnosti.
Obzirom da je acetil-A-tubulin marker stabilnih mikrotubula, njegov smanjen izrazaj moze
ukazivati na promjene u citoskeletu koje pridonose agresivnijem fenotipu tumorskih stanica i
njihovoj sposobnosti metastaziraju. Ovaj rezultati takoder sugerira da bez obzira na stupanj
diferencijacije tumora, acetil-A-tubulin zadrzava nizak izrazaj, $to ga ¢ini potencijalnim
markerom za identifikaciju potencijalnih terapijskih ciljeva povezanih s mikrotubulima u

lije¢enju karcinoma bubrega.

Zhou i sur. te Kotulak-Chrzaszcz i sur. otkrili su znac¢ajno smanjenje razine Ptchl mRNA
u ccRCC, a transkriptomski podaci iz baze podataka UCSCI Xena sugeriraju da visoki izrazaj

Ptch-a doprinosi vecoj stopi prezivljenja ispitanika sa ccRCC (127, 130).

Smo inhibicija blokira aktivaciju transkripcijskih ¢imbenika Glil 1 Gli2 Sto sprecava
aktivaciju nizvodnih tumorskih gena unutar Sonic Hedgehog signalnog puta (131). Dormoy 1
sur. su u provedenim in vitro tretmanom Smo inhibitorom, ciklopaminom, u kulturi tumorskih
stanica, nasli da ciklopamin zaustavlja 786-O stanice u G2/M fazi i smanjuje razinu Gli 1 (132).
U nasem istrazivanju nadeno je znacajno povecanje Smo izrazaja u gradusu 4 u usporedbi sa
svim ostalim gradusima i kontrolom. Lijek Vismodegib, koji izmedu ostalog djeluje kao
ciklopamin kompetitivni antagonist Smo receptora se koristi za lijeenje karcinoma bazalnih
stanica 1 glioblastoma te bi se potencijalno mogao uzeti u obzir kao terapija bolesnika s ccRCC
gradusa 4 (125, 133). Ispitanici s ccRCC gradusa 4 imaju jaci izrazaj Smo, posebno u
stromalnim stanicama te bi ova skupina ispitanika mogla imati najvise koristi od terapije Smo

inhibitorima.

Rezultati naSeg istrazivanja doprinijeli su boljem razumijevanju Shh signalnog puta, kako
u tumorskim stanicama ccRCC i tumorskom okoliSu, tako i u netumorskom bubreznom
parenhimu. Potrebna su daljnja istrazivanja kako bi se u cijelosti razjasnila uloga Shh signalnog
puta u ccRCC, na temelju ¢ijih saznanja bi se otvorila vrata novoj terapiji u lije¢enju bolesnika

s ccRCC, posebno onih s tumorima gradusa 4 koji inicijalno imaju loSiju prognozu.
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l. Izrazaj Sonic, Patched i Smoothened proteina je povecan u stanicama svijetlostani¢nog

karcinoma bubrega u odnosu na kontrolu.

2. Izrazaj Sonic proteina je najizrazeniji u gradusu 1, a najmanje izrazen u gradusu 4

svijetlostani¢nog karcinoma bubrega.

3. Izrazaj Patched i Smoothened je snizen u tumorima gradusa 1, 2 i 3 svijetlostani¢nog

karcinoma bubrega u odnosu na kontrolu.
4. Izrazaj Patched i Smoothened je visi u tumorima gradusa 4 u odnosu na kontrolu.

5. Izrazaj kalikreina 6 je snizen u tumorima gradusa 1, 2 i1 3 svijetlostani¢nog karcinoma

bubrega u odnosu na kontrolu.
6. Izrazaj kalikreina 6 je viSi u tumorima gradusa 4 u odnosu na kontrolu.

7. Izrazaj acetil-A-tubulina je snizen u tumorima gradusa 1, 2 i 3 svijetlostani¢nog

karcinoma bubrega u odnosu na kontrolu.
8. Izrazaj acetil-A-tubulina je vi$i u tumorima gradusa 4 u odnosu na kontrolu.

9. U tumorskoj stromi i upalnom infiltratu gradusa 1 i 2 svijetlostani¢nog karcinoma
bubrega se ne nalazi izrazaja Sonic, Patched, Smoothened, kalikrein 6 1 acetil-A-tubulina. U
tumorskoj stromi i upalnom infiltratu gradusa 3 i 4 svijetlostani¢nog karcinoma bubrega nalazi

blagi do umjereni izrazaj Sonic, Patched i Smoothened.

Uocene razlike u izrazaju analiziranih proteina koreliraju sa gradusom tumora bubrega.
Razlicita razina ekspresije analiziranih proteina bi mogla igrati ulogu u tumorigenezi bubrega.
Razumijevanje specificnih obrazaca njihove pojavnosti moglo bi pomo¢i u traZzenju novih
ciljeva za potencijalno lijecenje kao i bolje razumijevanje mehanizama koji dovode do razvoja
SKB-a. Za to je svakako potrebno istrazivanje na ve¢em uzorku uz upotrebu dodatnih

molekularnih metoda.
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Uvod: Svijetlostani¢ni karcinom bubrega (SKB) najsmrtonosniji je tumor mokraénog

sustava jo$ uvijek nerazjasnjenih mehanizama nastanka s ograni¢enim opcijama lijecenja.

Materijali 1 metode: Parafinski blokovi uzoraka tumora 20 ispitanika sa SKB-om,
operiranih na Klinici za urologiju KBC-a Split, u razdoblju od 2019.-2020. godine, su
prikupljeni iz arhive Klinickog zavoda za patologiju, sudsku medicinu i citologiju KBC-a Split,
obojeni su protutijelima Patched (Ptch), anti-Smoothened (Smo), anti-Sonic Hedgehog (Shh),

kalikrein 6 1 acetil-A-tubulin .

Rezultati: Jaki izrazaj Shh uocen je u stanicama karcinoma gradusa 1 s difuznim uzorkom
bojenja (>50% neoplasticnih stanica), Sto je vise od svih ostalih gradusa i kontrole (p < 0,001—
p < 0,0001). Trend linearnog smanjenja intenziteta i proSirenosti izrazaja Shh uocen je s
porastom gradusa tumora (p < 0,0001). Izrazaja Ptch bio je znacajno nizi u tumorima gradusa
1 12 u usporedbi s kontrolom (p <0,01) 1 tumorima gradusa 4 (p <0,0001). Difuzna proSirenost
Smo izrazaja utvrdena je u tumorima gradusa 4 u usporedbi sa svim ostalim gradusima (p <
0,0001) i kontrolom (p < 0,001). Kalikrein 6 je najjace izrazen u kontrolnom tkivu, a najblaze
u gradusu 4 u usporedbi sa svim ostalim gradusima (p < 0,0001) i1 kontrolom (p <0,001) (Slika
11). Acetil-A-tubulin pokazuje najveci izrazaj u gradusu G2 medutim bez statisticki znacajne
razlike u odnosu na kontrolu i druge graduse. Tumorska stroma i/ili upalni infiltrat ne pokazuju
bojenje proteina Shh, Ptch, Smo, kalikreina 6 i acetil-A-tubulina u tumorima gradusa 112, dok
je blago ZariSno bojenje proteina Shh, Ptch 1 Smo (10-50% neoplasti¢nih stanica) uoceno u

tumorima gradusa 3 i 4.

Zakljucak: Uocene razlike u izraZaju analiziranih proteina koreliraju sa gradusom tumora
bubrega. RazliCita razina ekspresije analiziranih proteina bi mogla igrati ulogu u tumorigenezi
bubrega. Razumijevanje specificnih obrazaca njihove pojavnosti moglo bi pomoc¢i u traZzenju
novih ciljeva za potencijalno lijeCenje kao i1 bolje razumijevanje mehanizama koji dovode do

razvoja ccRCC.
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Introduction: Clear cell renal cell carcinoma (ccRCC) is the most lethal tumor of the

urinary tract, with still unclear mechanisms of origin and limited treatment options.

Materials and Methods: Paraffin blocks of tumor samples of 20 subjects with SKD,
operated on at the Department of Urology, University Hospital Center Split, in the period from
2019 to 2020, were collected from the archives of the Clinical Institute of Pathology, Forensic
Medicine and Cytology of the University Hospital Center Split, stained with antibodies Patched
(Ptch), anti-Smoothened (Smo), anti-Sonic Hedgehoh (Shh), kallikrein 6 and acetyl-a-tubulin.

Results: Strong Shh expression was observed in grade 1 carcinoma cells with a diffuse staining
pattern (>50% of neoplastic cells), which was higher than all other grades and controls (p <
0.001-p < 0.0001). A trend of linear decrease in the intensity and extent of Shh expression was
observed with increasing tumor grade (p < 0.0001). Ptch expression was significantly lower in
grade 1 and 2 tumors compared to controls (p < 0.01) and grade 4 tumors (p < 0.0001). Diffuse
extent of Smo expression was found in grade 4 tumors compared to all other grades (p <0.0001)
and controls (p < 0.001). Kallikrein 6 is most strongly expressed in control tissue, and mildest
in grade 4 compared to all other grades (p < 0.0001) and the control (p < 0.001) (Figure 11).
Acetyl-A-tubulin shows the highest expression in grade G2, however, with no statistically
significant difference compared to the control and other grades. Tumor stroma and/or
inflammatory infiltrate do not show staining of Shh, Ptch, Smo, kallikrein 6 and acetyl-A-
tubulin proteins in grade 1 and 2 tumors, while slight focal staining of Shh, Ptch and Smo

proteins (10-50% of neoplastic cells ) is observed in grade 3 and 4 tumors.

Conclusions: The observed differences in the expression of the analyzed proteins correlate
with the grade of the kidney tumor. Different levels of expression of the analyzed proteins could
play a role in renal tumorigenesis. Understanding the specific patterns of their occurrence could
help search for new targets for potential treatments, as well as a better understanding of the

mechanisms that lead to the development of ccRCC.
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